Στελέχη HPV υψηλού κινδύνου: τα mRNAs των ογκογονιδίων Ε6 και Ε7 μπορούν να αποτελέσουν έναν μοριακό δείκτη για την εξέλιξη από CIN I και CIN II προς CIN III και CIN III προς το διηθητικό καρκίνο του τραχήλου; by Σκορδάς, Βασίλειος
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ 
Πρόγραµµα Μεταπτυχιακών Σπουδών του Τµήµατος Βιοχηµείας και 
Βιοτεχνολογίας 
«ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ- ΜΟΡΙΑΚΗ 
ΓΕΝΕΤΙΚΗ, ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΟΙ ∆ΕΙΚΤΕΣ»  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ΣΚΟΡ∆ΑΣ  ΒΑΣΙΛΕΙΟΣ  
 
 
 
Στελέχη HPV υψηλού κινδύνου. Τα mRNAs των ογκογονιδίων 
Ε6 και  Ε7 µπορούν να αποτελέσουν έναν µοριακό δείκτη για την 
εξέλιξη από CIN I και CIN II προς CIN III και CIN III προς το 
διηθητικό καρκίνο του τραχήλου ; 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Λάρισα  2010 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Στελέχη HPV υψηλού κινδύνου. Τα mRNAs των ογκογονιδίων 
Ε6 και  Ε7 µπορούν να αποτελέσουν έναν µοριακό δείκτη για την 
εξέλιξη από CIN I και CIN II προς CIN III και CIN III προς το 
διηθητικό καρκίνο του τραχήλου ; 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 3
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Τριµελής επιτροπή : 
 
 Επιβλέπων καθηγητής :  Μαρκουλάτος Παναγιώτης , Καθηγητής εφαρµοσµένης  
                                         Μικροβιολογίας, µε έµφαση  στη βιοτεχνολογία 
 
 
         Μέλη                    : Κουρέτας ∆ηµήτριος, Καθηγητής φυσιολογίας ζώων      
 
                                        Κοµιώτης ∆ηµήτριος, Αναπληρωτής Καθηγητής Οργανικής  
                                        Χηµείας, µε έµφαση στη σύνθεση βιοδραστικών µορίων 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 4
 
 
 
 
 
  
Στους γονείς µου,  Παναγιώτη και Άννα 
 
 
                                                                           Στη σύζυγό µου, Κατερίνα  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 5
ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ                                                                                                   σελ 
Πρόλογος 
   7 
Περίληψη 
   9 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. HPV- ΤΡΑΧΗΛΙΚΕΣ ΒΛΑΒΕΣ   10 
1.1 Ιστορική αναδροµή 
 10 
1.2 Ιστολογική ταξινόµηση 
 11 
1.3 Καρκίνος του τραχήλου της µήτρας. 
 14 
1.4 Ιοί των ανθρωπίνων θηλωµάτων (Papillomaviruses) 
 16 
1.5 HPV του ουρογεννητικού συστήµατος: high risk, low risk 
 19 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ HPV  22 
2.1 Γένωµα. 
 22 
2.2 Πρώιµη και όψιµη γονιδιακή έκφραση  
 24 
2.2.1 Πρώιµη γονιδιακή έκφραση 
 24 
2.2.2 Όψιµη γονιδιακή έκφραση (Late Gene Expression) 
 27 
2.3 O κύκλος µόλυνσης του HPV 
 27 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΟΥ ΙΟΥ  30 
3.1  Μέθοδοι ανίχνευσης  
 30 
3.1.2 Φυσική Ιστορία της ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας  CIN 
 30 
3.2 E6/E7 
 31 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  34 
2.1 Κλινικά δείγµατα  
 34 
2.1.1 Επεξεργασία ιστών-τοµές παραφίνης 
 36 
2.2. Ταυτοποίηση 
 36 
2.2.1Αποµόνωση DNA 
 36 
2.2.2 Εκκινητές ( primers) 
 37 
2.2.3 PCR-nested multiplex PCR ( nm PCR) 
 40 
2.3 Ενίσχυση µεταγράφων Ε6/Ε7 ογκογονιδίων σε δείγµατα HPV -16 (+) 
 41 
2.3.1 Αποµόνωση RNA 
 41 
2.3.2 Πέψη DNA. 
 41 
2.3.3 Eκκινητές ( primers) 
2.3.4 Αντίστροφη µεταγραφή ( RT) 
 41 
 42 
2.3.5 PCR, nested PCR (nPCR) 
 42 
2.4 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων nested PCR 
 43 
2.5 Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της PT-PCR  
 44 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 6
2.6 Μελέτη των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών – προγράµµατα 
βιοπληροφορικής  
 44 
2.7 Στατιστική Επεξεργασία  
 44 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  45 
3.1 Ταυτοποίηση HPV –Περιγραφική στατιστική 
 45 
3.1.1 . Αναλογία CIN 
 48 
3.1.2 Κατανοµή των τύπων HPV 
 48 
3.2 Αναλυτική στατιστική –συσχετίσεις  
 50 
3.2.1. HPV 16 και βαθµός CIN 
 50 
3.2.2 Πολλαπλή HPV- µόλυνση και βαθµός CIN 
 50 
3.3  Ανίχνευση µεταγράφων (mRNA) E6/E7 στα HPV 16 (+) δείγµατα 
 52 
3.4 Αποτελέσµατα αλληλούχισης  
 54 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ   55 
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ  
 59 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 7
Πρόλογος 
 
Η επιλογή του θέµατος της παρούσης εργασίας έγινε λόγω του αυξηµένου 
ενδιαφέροντος που παρουσιάζει η έρευνα για τους τύπου του ιού HPV. Ο ανωτέρω 
ιός έχει δειχθεί σαν αίτιο πρόκλησης του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας, ενός 
καρκίνου µε µεγάλη συχνότητα και θνησιµότητα στον γυναικείο πληθυσµό.  
Η µόλυνση µε τον ιό HPV υπολογίζεται ότι αφορά ένα µεγάλο ποσοστό (περί 
το 50-80%) των γυναικών κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής ηλικίας – 
σεξουαλικής δραστηριότητας. Ένα µικρό ποσοστό αυτών των µολύνσεων θα 
προκαλέσει προκαρκινικές αλλοιώσεις (δυσπλασία) και ένα µικρότερο ακόµη θα 
εξελιχθεί σε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Η προσπάθεια καθορισµού εκείνων 
των γυναικών που έχουν µολυνθεί και που εµφανίζουν σηµαντικό κίνδυνο ανάπτυξης 
καρκίνου του τραχήλου της µήτρας αποτελεί κύριο ερευνητικό στόχο και για τον 
σκοπό αυτό διερευνώνται πολλαπλές παράµετροι και επιχειρείται η επιλογή 
µοριακών δεικτών ή η ανακάλυψη νέων, ώστε να παρέχονται όσο το δυνατόν πιο 
ακριβή προγνωστικά στοιχεία.  
Τα ανωτέρω έχουν ιδιαίτερη σηµασία για την επιλογή των γυναικών εκείνων 
που θα οδηγηθούν σε θεραπεία καθώς και για την επιλογή της κατάλληλης 
θεραπευτικής µεθόδου.  Στους νεότερους µοριακούς δείκτες ανήκουν και τα Ε6/Ε7 
ογκογονίδια µε την αντίστοιχη έκφραση των Ε6/Ε7mRNA, η ανεύρεση των οποίων 
υποδεικνύει αυξηµένη πιθανότητα πρόκλησης υψηλόβαθµης  δυσπλασίας και 
εξέλιξης σε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, πράγµα που είναι αντικείµενο και της 
παρούσης εργασίας.   
Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται σήµερα για την ανίχνευση και ταυτοποίηση 
του ιού HPV είναι το test Παπανικολάου, ο «in situ» υβριδισµός, ανοσοϊστοχηµικοί 
µέθοδοι και µέθοδοι αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR), ενώ για την 
διάγνωση και κατάταξη της δυσπλασίας και του καρκίνου χρησιµοποιούνται το test 
Παπανικολάου και η ιστολογική εξέταση της βιοψίας τραχήλου.  
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Το ερευνητικό εργαστηριακό µέρος πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο 
Μικροβιολογίας-Ιολογίας του τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας του 
Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας υπό την επίβλεψη και καθοδήγηση του ∆ιευθυντή του 
εργαστηρίου καθηγητή κ. Παναγιώτη Μαρκουλάτου τον οποίον θέλω να 
ευχαριστήσω ιδιαιτέρως, τόσο για την ανάθεση του θέµατος, όσο και για την 
καθοδήγηση – συµπαράσταση καθ’ όλη τη διάρκεια  της πειραµατικής – ερευνητικής 
εργασίας.  
Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον καθηγητή κ. Κουρέτα ∆ηµήτριο και τον 
αναπληρωτή καθηγητή κ. Κοµιώτη ∆ηµήτριο για τη συµµετοχή τους στην τριµελή 
συµβουλευτική επιτροπή.  
Πρέπει να ευχαριστήσω ακόµη τον κ. Τσακογιάννη ∆ηµήτριο, πτυχιούχο της 
σχολής Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας  και υποψήφιο διδάκτορα για τη συµβολή του 
στο τµήµα της εργασίας που αφορά στην ταυτοποίηση των HPV τύπων, θέµα µε το 
οποίο έχει και ο ίδιος ασχοληθεί, καθώς και την βιολόγο και ∆ιδάκτορα κα. 
Κυριακοπούλου Ζαχαρούλα για την ουσιαστική βοήθεια που παρείχε καθ’ όλη τη 
διάρκεια του εργαστηριακού µέρους.  
Τέλος, αισθάνοµαι την ανάγκη να ευχαριστήσω όλους τους διδάσκοντες στο 
θεωρητικό µέρος του µεταπτυχιακού προγράµµατος, που παρέχοντας την τρέχουσα 
επιστηµονική γνώση στο επίπεδο  της µοριακής προσέγγισης και των αντίστοιχων 
νεότερων εργαστηριακών µεθόδων συνέβαλλαν στην διεύρυνση του επιστηµονικού 
µου ορίζοντα και την πιο ολοκληρωµένη και διεπιστηµονική αντίληψη της 
λειτουργίας των οργανισµών και της συσχέτισης νόσου- αιτίου. 
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Περίληψη  
 
Σκοπός: Η ταυτοποίηση HPV  και ειδικότερα HPV 16 τύπου σε περιστατικά CIN 
(από CIN Ι έως CIN ΙΙΙ και in situ Ca) µέσω PCR και nested multiplex PCR, και 
ακολούθως    η ανίχνευση Ε6/Ε7    mRNA   µέσω RT PCR   και nested  PCR. 
Υλικό και µέθοδοι: Χρησιµοποιήθηκαν τοµές τεµαχίων τραχήλου µήτρας (βιοψιών) 
από  57  κλινικά δείγµατα . Στα δείγµατα αυτά είχε  γίνει ιστολογική εξέταση και  
είχε  τεθεί η διάγνωση δυσπλασίας-ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας  (CIN) σε βαθµούς 
από 1 έως 3 ή /και in situ Ca. Για την ταυτοποίηση  τους πραγµατοποιήθηκε αρχικά 
PCR για την ενίσχυση των γονιδίων Ε6/Ε7 όλων των τύπων HPV και στη συνέχεια τα  
PCR προϊόντα ενισχύθηκαν περαιτέρω µε nm PCR (nested multiplex PCR) µε την 
χρήση ειδικών για κάθε τύπο εκκινητών.  Στα ανωτέρω προστέθηκαν και 7 δείγµατα  
κολποτραχηλικών επιχρισµάτων (HSIL)  ταυτοποιηµένα ως HPV 16 (+). Στο σύνολο 
των HPV 16 (+) δειγµάτων έγινε αποµόνωση RNA , αντίστροφη µεταγραφή, σύνθεση 
cDNA  και ακολούθησαν  PCR  και nested PCR για την ενίσχυση και ανίχνευση 
Ε6/Ε7 mRNA. 
Αποτελέσµατα: Στα 57 βιοπτικά δείγµατα ο  HPV 16 ήταν ο συχνότερα 
απαντώµενος ιός (13/57, 23%), ενώ πολλαπλή µόλυνση ήταν παρούσα σε 10 
δείγµατα (10/57, 17,5%). Από τα  27 συνολικά δείγµατα CIN-1, HPV ιός ανιχνεύτηκε 
σε 4, ενώ από τα 30 δείγµατα βαθµού CIN > 1, HPV ιός ανιχνεύτηκε στα 15 
δείγµατα, διαφορά στατιστικά σηµαντική. Βρέθηκε γραµµική συσχέτιση ανάµεσα στο 
βαθµό ενδοτραχηλικής  νεοπλασίας CIN και στον αριθµό των τύπων των ιών των 
δειγµάτων. Από τα 20 συνολικά (βιοπτικά και κολποτραχηλικά) HPV16 (+) δείγµατα, 
βρέθηκαν εναλλακτικά µετάγραφα Ε6/Ε7σε 4 από αυτά. 
Συµπεράσµατα: Ο HPV 16  ήταν ο συχνότερος HPV γονότυπος στις  υψηλόβαθµες 
HSIL (CIN 2 &3) και η πολλαπλή µόλυνση   ήταν συχνή και σχετίζονταν µε το 
βαθµό της CIN. Εναλλακτικά µετάγραφα Ε6/Ε7 βρέθηκαν στο ένα πέµπτο των 
θετικών HPV δειγµάτων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. HPV- ΤΡΑΧΗΛΙΚΕΣ ΒΛΑΒΕΣ  
 
1.1 Ιστορική αναδροµή 
Έχουν περάσει 150 έτη από την πρώτη περιγραφή του καρκίνου του τραχήλου 
της µήτρας, περί τον ένα αιώνα από την αναγνώριση των πρόδροµων αλλοιώσεων και 
εξήντα έτη από την γνωστή µέθοδο (Pap test)  που πρότεινε ο Γεώργιος 
Παπανικολάου για την ανίχνευση της τραχηλικής νεοπλασίας . 
Κατά τη διάρκεια όλης αυτής της περιόδου οι ερευνητές έχουν προτείνει µια 
ποικίλη ονοµατολογία κυτταρολογικών ή ιστολογικών όρων για τις προκαρκινικές 
αλλοιώσεις του τραχήλου (πίνακας 1), έχουν επινοήσει µεθόδους για τη διάγνωση και 
έχουν αναγνωρίσει έναν αιτιολογικό παράγοντα, τον ιό του ανθρώπινου θηλώµατος 
(HPV).  
Το σύνολο των επιθηλιακών αλλοιώσεων του τραχήλου που καταλήγουν 
δυνητικά στον καρκίνο ονοµάστηκε Τραχηλική  Ενδοεπιθηλιακή Νεοπλασία (CIN: 
Cervical Intraepithelial Neoplasia) (1) και η ποικιλία της διαγνωστικής – 
θεραπευτικής προσέγγισης περιελάµβανε – test pap (2) κολποσκόπηση, βιοψία-
ιστολογική εξέταση, κρυοθεραπεία, lazer και προσφάτως ηλεκτροχειρουργική 
αφαίρεση διά αγκύλης (LE.E.P : Loop Electrosurgical Excision Procedure) (3). 
Με την βελτίωση των διαγνωστικών µεθόδων και την περαιτέρω διερεύνηση 
της φύσεως των τραχηλικών βλαβών (4) και της νεοπλασίας προέκυψε η 
κατηγοριοποίηση σε: α) ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις που περιλαµβάνουν 
κονδυλωµατώδη βλάβη οφειλόµενη σε προσβολή από τον ιό του ανθρώπινου 
θηλώµατος (HPV) και β) την ενδοεπιθηλιακή  νεοπλασία του τραχήλου (CIN) που 
χωρίζεται σε τρεις βαθµούς 1,2,3(5). Αναλυτικά :  
A) Ο πιο συχνός τύπος  κονδυλωµατωδών αλλοιώσεων στον τράχηλο της µήτρας 
είναι τα επίπεδα κονδυλώµατα,  στα οποία η βασική στοιβάδα και η επιφανειακή 
στοιβάδα του επιθηλίου παραµένουν παράλληλες.  
Τα θηλώδη ή εξωφυτικά κονδυλώµατα παρουσιάζουν προσεκβολές του 
επιθηλίου στην επιφάνεια και φέρουν αγγειοσυνδετικό άξονα (εδώ ανήκουν τα 
οξυτενή κονδυλώµατα). 
Τα ενδοφυτικά κονδυλώµατα αναπτύσσονται στο επιθήλιο των αδενικών 
κρυπτών του ενδοτραχήλου. Όλες οι µορφές των κονδυλωµάτων εµφανίζουν 
ιστολογικά ακάνθωση (υπερπλασία) και κοιλοκυττάρωση του πλακώδους επιθηλίου, 
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παρακεράτωση και δυσκεράτωση. Συχνά εµφανίζεται κονδυλωµατώδης αλλοίωση 
µαζί µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία. Η συνύπαρξη αυτή εµφανίζεται ιστολογικά σε 
τρεις µορφές.  
Στην οριζόντια µορφή συνύπαρξης η κονδυλωµατώδης αλλοίωση και η 
ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία ευρίσκονται πλησίον η µία της άλλης η σε εντελώς 
διαφορετικές περιοχές του επιθηλίου. Στην κάθετη µορφή η κονδυλωµατώδης 
αλλοίωση ανευρίσκεται ακριβώς πάνω από την ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία.  
Τέλος στην µικτή µορφή τα ίδια κύτταρα εµφανίζονται στο επιθήλιο να φέρουν τους 
κυτταρολογικούς χαρακτήρες τόσο της κονδυλωµατώδους αλλοίωσης όσο και της 
ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας (άτυπο κονδύλωµα) (6). 
B) Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του πλακώδους επιθηλίου του τραχήλου της µήτρας 
είναι η εµφάνιση πλακωδών κυττάρων µε άτυπη ωρίµανση-διαφοροποίηση 
(δυσκαρύωση) -πίνακας 1- µέσα στα όρια του επιθηλίου. Το 1953 ο Reagan και οι 
συνεργάτες του χρησιµοποίησαν τον όρο δυσπλασία σαν συνώνυµο της άτυπης 
υπερπλασίας του επιθηλίου και τη διαχωρίζουν σε τρεις βαθµούς: ήπια, µέτρια, και 
έντονη.  
Το 1969 οι Richart  και Baron προτείνουν τον όρο τραχηλική ενδοεπιθηλιακή 
νεοπλασία (Cervical Intraepithelial Neoplasia,CIN) και τη διαχωρίζουν σε τρεις 
βαθµούς: 1,2, και 3. O βαθµός 1 (CIN1) αντιστοιχεί σε ήπιου βαθµού ενδοεπιθηλιακή 
νεοπλασία, ο βαθµός 2 (CIN2) σε µέτριου βαθµού και ο βαθµός 3 (CIN3) σε έντονο 
βαθµό ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και νεοπλασία µε παρεµφερή όρο το καρκίνωµα in 
situ (7). 
 
1.2 Ιστολογική ταξινόµηση 
 
Στην ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας, τα κύτταρα του 
φυσιολογικού πλακώδους και πλακωδώς µεταπλασθέντος επιθηλίου του τραχήλου 
αντικαθίστανται από νεοπλασµατικά κύτταρα, τα οποία εµφανίζουν διαφόρου βαθµού 
διαφοροποίηση. Αδιαφοροποίητα κύτταρα βασικού ή παραβασικού τύπου µπορεί να 
καταλαµβάνουν όλο το πάχος του επιθηλίου ή µπορεί να εµφανίζουν ωρίµανση 
καθώς πλησιάζουν την επιφάνεια. Η ανοργάνωτη αυτή ανάπτυξη έχει σαν 
αποτέλεσµα την απώλεια προσανατολισµού. Η µιτωτική δραστηριότητα επίσης 
διαταράσσεται και δεν περιορίζεται στη βασική στοιβάδα .  
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Η ιστολογική ταξινόµηση της ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας του τραχήλου βασίζεται 
στο ποσοστό του πάχους του επιθηλίου, το οποίο καταλαµβάνεται από τα βασικού ή 
παραβασικού τύπου αδιαφοροποίητα κύτταρα.  
Α) Στην ελαφρού βαθµού ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (CIN 1) καταλαµβάνεται ίσο ή 
λιγότερο από το κατώτερο τριτηµόριο του πάχους του επιθηλίου (εικ 1, εικ 2). 
Β) Στη µετρίου βαθµού ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία  (CIN 2) καταλαµβάνεται ίσο ή 
λιγότερο από τα κατώτερα δύο τριτηµόρια του πάχους του επιθηλίου (εικ 3, εικ 4). 
Γ) Στην εντόνου βαθµού ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (CIN 3 ή καρκίνο in situ) 
καταλαµβάνεται περισσότερο από τα κατώτερα δύο τριτηµόρια ή όλο το πάχος του 
επιθηλίου (εικόνα 5). 
 
 
Εικ 1. Ελαφρού βαθµού ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 
και φυσιολογικό επιθήλιο (CIN 1). Ιστολογική τοµή 
Χ200.   
(Πηγή: Riotto G, Ghristopherson W, W.H.O., 1973)  
 
 
 
 
 
          Εικ 2. Ελαφρού βαθµού ενδοεπιθηλιακή  νεοπλασία  
          (CIN1). Ιστολογική τοµή Χ400. (Πηγή : Riotto G,  
          Ghristopherson W, W.H.O., 1973) 
 
 
 
 
          Εικ 3. Μετρίου  βαθµού ενδοεπιθηλιακή 
          νεοπλασία (CIN2). Ιστολογική τοµή Χ300. (Πηγή: 
          Riotto G, Ghristopherson W, W.H.O., 1973) 
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Για τον καθορισµό του βαθµού της ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας 
συνεκτιµούνται επίσης ο βαθµός ανωµαλίας του πυρήνα και η µιτωτική 
δραστηριότητα (αριθµός µιτώσεων, παρουσία τριπολικών και πολυπολικών 
µεταφάσεων).  
Ο βαθµός της επιθηλιακής ανωµαλίας συχνά ποικίλλει από τη µία ζώνη στην 
άλλη και δεν είναι σπάνιο ν’ ανευρίσκονται στην ίδια βιοψία περιοχές µε CIN1, 
CIN2, και CIN3. 
Η ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία αναπτύσσεται σχεδόν πάντα στη ζώνη 
µετάπλασης του τραχήλου της µήτρας (transformation zone). 
Για λόγους που θα γίνουν κατανοητοί στη συνέχεια αναπτύχθηκε και το 
σύστηµα Bethesda (8), σύµφωνα µε το οποίο οι ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις 
διακρίνονται σε: 
  
 
 
 
Εικ 4. Μετρίου βαθµού ενδοεπιθηλιακού 
νεοπλασία (CIN2).  Ιστολογική τοµή Χ300. (Πηγή 
: Riotto G, Ghristopherson, W.H.O., 1973) 
 
 
 
 
 
Εικ 5. Έντονου βαθµού ενδοεπιθηλιακή 
νεοπλασία (CIN3), καρκίνωµα in situ. 
Ιστολογική τοµή Χ400. (Πηγή : Riotto G, 
Ghristopherson W, W.H.O., 1973) 
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Α) Χαµηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακή αλλοίωση πλακώδους επιθηλίου ( Low Grade 
Squamous Intraepithelial Lesion LGSI) η οποία περιλαµβάνει την κονδυλωµατώδη 
αλλοίωση (HPV) και την ελαφρού βαθµού ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (CIN1). 
 
Β) υψηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακή αλλοίωση πλακώδους επιθηλίου (High Grade 
Squamous Intraepithelial Lesion LGSI)  η οποία περιλαµβάνει την επιθηλιακή 
νεοπλασία µετρίου και εντόνου βαθµού (CIN2 και CIN3) ή καρκίνωµα  in situ. 
 
Γ) Χρησιµοποιείται ακόµη ο όρος ASCUS (Atypical Squamous Cells of 
Undetermined Significance: άτυπα πλακώδη κύτταρα απροσδιόριστης σηµασίας), 
όταν οι ενδοεπιθηλιακές αλλοιώσεις είναι µη διαγνωστικές για δυσπλασία. 
 
Η πρακτική σηµασία όλων αυτών είναι ότι ένα ποσοστό των ανωτέρω βλαβών µπορεί 
να εξελιχθεί και να µεταπέσει σε διηθητικό καρκίνωµα του τραχήλου, µάλιστα εν 
γένει η πιθανότητα αυτή είναι περί το εκατονταπλάσιο σε σχέση µε ένα φυσιολογικό 
επιθήλιο (9). 
 
 1.3 Καρκίνος του τραχήλου της µήτρας. 
 Ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας είναι  η δεύτερη σε συχνότητα  
κακοήθεια παγκοσµίως, µε περίπου 500.000 νέες περιπτώσεις  να διαγιγνώσκονται 
κάθε έτος  και περίπου 275.000 θανάτους ετησίως (10,11). Παρά την παγκόσµια 
κατανοµή του, η συχνότητα του καρκίνου της  µήτρας ποικίλει σηµαντικά, όντας 
περίπου τέσσερις φορές µεγαλύτερη σε κάποιες χώρες, σε σχέση µε άλλες (12). 
Περίπου το 80 %  των περιπτώσεων εµφανίζεται σε αναπτυσσόµενες χώρες, όπου 
συχνά είναι ο συνηθέστερος γυναικολογικός καρκίνος, καθώς  ευθύνεται για το ένα 
τέταρτο του συνόλου των γυναικολογικών καρκίνων. Στις ΗΠΑ, περίπου 12000 νέες 
περιπτώσεις διαγιγνώσκονται κάθε χρόνο και περίπου το 1/3 από αυτές τις γυναίκες 
θα πεθάνουν λόγω της κακοήθους νόσου. Η επίπτωση του καρκίνου του τραχήλου 
της µήτρας στις ΗΠΑ διαφέρει σηµαντικά ανάµεσα στις διάφορες εθνικές και 
κοινωνικοοικονοµικές οµάδες, µε την αναλογία να είναι διπλάσια µεταξύ των  
µαύρων γυναικών  σε σχέση µε τις λευκές (13). 
  Οι περισσότεροι καρκίνοι εµφανίζονται στη ζώνη µετάπτωσης του τραχήλου, 
όπου τα κυλινδρικά  κύτταρα του ενδοθηλίου σχηµατίζουν ένα σύνδεσµο µε το 
πολύστοιβο πλακώδες επιθήλιο του εξωτραχήλου. Οι περισσότερες από τις άλλες 
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περιπτώσεις είναι αδενοκαρκινώµατα, µε έναν µικρό αριθµό να αφορά σε 
µικροκυτταρικούς νευροενδοκρινικούς όγκους. 
  Αλλοιώσεις που προορίζονται να εξελιχθούν σε καρκινώµατα από πλακώδες 
επιθήλιο τυπικά υπόκεινται σε µια σειρά δυσπλαστικών µεταβολών που διαρκούν 
πολλά έτη (14). Η σοβαρότητα  της αλλοίωσης καθορίζεται από το βαθµό στον οποίο 
το πλακώδες επιθήλιο αντικαθίσταται από βασικού τύπου κύτταρα, αντικατάσταση 
που στις πιο σοβαρές περιπτώσεις αφορά στο σύνολο του πάχους του επιθηλίου. 
  Οι περισσότερες δυσπλασίες  δεν εξελίσσονται και στην πραγµατικότητα,  
υποστρέφουν αυτόµατα, µε την πιθανότητα της  υποστροφής να περιορίζεται,  
αναλόγως της  σοβαρότητας της  δυσπλασίας. Οι περισσότερο σοβαρές δυσπλασίες 
ωστόσο,   προέρχονται γενικά από λιγότερο δυσπλαστικές αλλοιώσεις, µετά από 
µερικά χρόνια εξέλιξης (14-16), αν και ένας µέρος των υψηλού βαθµού  
δυσπλαστικών αλλοιώσεων µπορεί να αναπτυχθεί γρήγορα, χωρίς να µεσολαβήσει το 
ενδιάµεσο χαµηλού βαθµού στάδιο (17,18). Επειδή µεσολαβεί µεγάλο χρονικό 
διάστηµα ανάµεσα στην ανάπτυξη της τραχηλικής δυσπλασίας και στην ανάπτυξη 
του διηθητικού καρκίνου, τα προγράµµατα µαζικού προληπτικού ελέγχου µε την 
εξέταση του τραχηλικού  επιχρίσµατος  κατά  Παπανικολάου, µπορούν να εντοπίσουν 
την πλειονότητα των προκαρκινωµατωδών  αλλοιώσεων.  
Η σωστή παρακολούθηση των γυναικών µε αυτές τις ανωµαλίες, µαζί µε την 
κατάλληλη θεραπεία, µπορούν συνεπώς να προλάβουν την ανάπτυξη του καρκίνου 
στις περισσότερες περιπτώσεις. Ωστόσο, σε χώρες που διαθέτουν προγράµµατα 
προσυµπτωµατικού ελέγχου  η επίπτωση του αδενοκαρκινώµατος και του 
αδενοπλακώδους  καρκινώµατος  έχει αυξηθεί, µαρτυρώντας ότι το Pap –test  µπορεί 
να είναι λιγότερο αποτελεσµατικό στην ανίχνευση των  προκαρκινωµατωδών 
αλλοιώσεων αυτού του τύπου (9). 
  Ο καρκίνος του τραχήλου έχει από δεκαετίες αναγνωριστεί ως  σεξουαλικά 
µεταδιδόµενη νόσος, πολύ πριν ο HPV εµπλακεί στην παθογένεση του. Πολλές 
µελέτες έχουν καταλήξει στο συµπέρασµα ότι ο καρκίνος δεν εµφανίζεται σε 
γυναίκες που δεν έχουν αρχίσει τη σεξουαλική τους ζωή. Είναι συχνότατος ανάµεσα 
στις εκδιδόµενες γυναίκες και συσχετίζεται µε τον αριθµό των σεξουαλικών 
συντρόφων στη διάρκεια της ζωής. Πράγµατι, οι πιο πολλές από αυτές τις µεγάλες 
διαφορές  στην επίπτωση, που παρατηρούνται στους διαφόρους  πληθυσµούς,  
αποδίδονται στις σεξουαλικές πρακτικές των ανδρών και των γυναικών σε αυτούς 
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τους πληθυσµούς και στη διαθεσιµότητα, η όχι, αποτελεσµατικών προγραµµάτων 
προληπτικού ελέγχου µε Pap test. 
Στη µέση της δεκαετίας του 1970 οι Meisels  και Fortin (19) αναγνώρισαν σε 
µορφολογικό επίπεδο ότι η  µόλυνση του τραχήλου µε τον ιό HPV συνέβαινε συχνά 
σε συσχέτιση µε τα ιστολογικά χαρακτηριστικά του CIN1.  Αυτές οι παρατηρήσεις 
συνδυάστηκαν µε την πρόταση του Zur Hausen (20) ότι η HPV µόλυνση ήταν ο 
σεξουαλικά µεταδιδόµενος παράγοντας  υπεύθυνος για τον καρκίνο του τραχήλου. Η 
ταυτοποίηση από τους Zur Hausen  και συν (21), (22), των HPV-16 και HPV-18 
οδήγησε στην παρατήρηση ότι αυτοί ανευρίσκονται στους περισσότερους καρκίνους 
του τραχήλου. Στη συνέχεια, πολλαπλές µελέτες από µεγάλο αριθµό ερευνητών 
έδειξαν να οδηγούν στην κατανόηση της φυσική ιστορίας της HPV µόλυνσης του 
γεννητικού συστήµατος, τον προσδιορισµό του βιολογικού δυναµικού των 
διαφορετικών HPV τύπων, και τελικά του ρόλου των HPV στην παθογένεια της 
τραχηλικής νόσου καθώς και την ανεύρεση µη ιογενών παραγόντων που µπορούν να 
επηρεάσουν την εξέλιξη της HPV µόλυνσης.  
 
1.4 Ιοί των ανθρωπίνων θηλωµάτων (Papillomaviruses) 
Οι ιοί των θηλωµάτων (Papillomaviruses) αποτελούν µια οµάδα 
επιθηλιοτρόπων DNA ιών που προκαλούν καλοήθεις βλάβες στο δέρµα (µηρµυκίες)  
και τους βλεννογόνους (κονδυλώµατα), κάποιοι δε από αυτούς εµπλέκονται στην 
ανάπτυξη  επιθηλιακής κακοήθειας και ειδικότερα του καρκίνου του τραχήλου της 
µήτρας και άλλων όγκων του ουρογεννητικού συστήµατος. Η ύπαρξή τους ήταν 
γνωστή από παλαιά αλλά η έναρξη της συστηµατικής µελέτης τους τοποθετείται στη 
δεκαετία του 1970 που έγινε κατορθωτή η κλωνοποίηση τους(23-25 ).  Αρχικά οι PV 
κατηγοριοποιούνταν µαζί µε τους polyoma ιούς σαν µια οικογένεια, τους 
Papovaviridae,  λόγω του ότι µοιράζονταν αρκετά στοιχεία, κυρίως  δοµικά. Η 
αλληλουχία του γενώµατος των PV όµως έδειξε ότι διαφέρει αρκετά και δεν έχει 
µεγάλη οµολογία αλληλουχίας µε το γένωµα των Polyoma ιών. Έτσι, ταξινοµήθηκαν 
(οι PV) σε ξεχωριστή οικογένεια, τους Papillomaviridae, από τη ∆ιεθνή επιτροπή 
Ταξινόµησης των Ιών (26).  
Οι  Papillomaviridae ( PV) έχουν αποµονωθεί από πολλά είδη θηλαστικών και 
πουλιών σε εκατοντάδες τύπων λόγω του ότι οι PV είναι ειδο-ειδικοί και πολλοί από 
αυτούς µολύνουν ένα συγκεκριµένο είδος (27,28). Οι  HPV (Human Papilloma Virus) 
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µελετώνται φυσικά µε µεγαλύτερο ενδιαφέρον και έχουν  αλληλουχηθεί  πλήρως 96 
τύποι ενώ πάνω από 100 επιπλέον έχουν αλληλουχηθεί µερικώς (26). 
 Οι PV έχουν συχνά ταξινοµηθεί κυρίως σύµφωνα µε το είδος του ξενιστή και 
τις θέσεις ή τις ασθένειες µε τις οποίες σχετίζονται. Η αλληλούχιση του DNA πολλών 
από αυτούς οδήγησε στην φυλογενετική κατηγοριοποίηση σύµφωνα µε το ποσοστό 
οµολογίας του L1ORF, που κωδικοποιεί την µείζονα δοµική ιική πρωτεΐνη και είναι η 
περισσότερο συντηρηµένη γενωµική περιοχή.  
Παρόµοιες φυλογενετικές συγγένειες παρατηρήθηκαν επίσης όταν 
συγκρίθηκαν οµολογίες µεταξύ άλλων περιοχών του γενώµατος, λόγω του ότι οι PV 
φαίνεται να δηµιουργούνται κυρίως µέσω διάσπαρτων σηµειακών µεταλλάξεων παρά 
µέσω ανασυνδυασµού (29). Αυτές οι οµοιότητες συµβαδίζουν µε το συµπέρασµα ότι 
οι PV συνοδεύουν τα είδη – ξενιστές κατά τη διάρκεια της εξέλιξης και εξελίσσονται 
µε αυτά (30). 
Η τρέχουσα ταξινόµηση, προσπαθώντας να καλύψει το βαθµό οµοιότητας του 
γενώµατος συγκρίνοντας την οµολογία ως προς την L1 διαχωρίζει τους PV σε γένη, 
είδη, τύπους υποτύπους και παραλλαγές (variants) µε την ευρύτερη κατηγορία να 
είναι τα γένη. Έτσι οι PV χωρίζονται σε 12 γένη, ένα εκ των οποίων χαρακτηρίζεται 
µε ένα γράµµα της Ελληνικής Αλφαβήτου. Σε ένα δεδοµένο γένος η  L1 περιοχή όλων 
των µελών έχει οµολογία σε ποσοστό περί το 60%, σε ένα είδος. Η L1 οµολογία σε 
ένα είδος κυµαίνεται από 60-70%, σε ένα τύπο 71-89%, σε έναν υπότυπο 90-98% και 
στις παραλλαγές περισσότερο του 98%. Χρησιµοποιώντας αυτή την ταξινόµηση οι 
HPV κατηγοριοποιούνται άµεσα στα 5 από τα 12 γένη: στα alpha, beta, gamma, mu 
και nu, µε τα άλλα 7 γένη να αποτελούνται από ιούς ζώων. Οι HPV µε το µεγαλύτερο 
ενδιαφέρον είναι αυτοί που σχετίζονται µε τον καρκίνο του ουρογεννητικού 
συστήµατος και άλλων βλεννογόνων και είναι µέλη του  alpha γένους (31). Υπάρχουν 
και µέλη του alpha γένους που µολύνουν το δέρµα άλλων περιοχών  (πλην των 
γεννητικών) όπως και τα µέλη των άλλων HPV γενών.  
 
Ενδεικτικά αναφέρονται κατωτέρω HPV τύποι και οι βλάβες που προκαλούν (32)      
(πίνακας 1). 
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Βλάβες  HPV τύποι 
 Θηλώµατα  πέλµατος   (µυρµηκίες) 1,2,4,63 
Επίπεδα θηλώµατα (verrucae plana) 3,10,27,28,38,41,49 
Θηλώµατα κοινά σε άτοµα που 
χειρίζονται κρέας, ψάρια και πουλερικά 
1,2,3,4,7,10,28 
Μωσαϊκό θήλωµα 2,27,57 
Επιδερµοειδές καρκίνωµα των ονύχων 16 
Μυρµηκιώδης επιδερµοδυσπλασία µε 
καλοήθη συµπεριφορά 
2,3,10,12,15,19,36,46,47,50 
Μυρµηκιώδης επιδερµοδυσπλασία µε  
καλοήθη ή κακοήθη βιολογική 
συµπεριφορά 
5,8,9,10,14,17,20,21,22,23,24,25,37,38 
 
Μη θηλωµατώδεις βλάβες του δέρµατος  37,38 
 Αναπνευστικά θηλώµατα 6,11 
 Πλακώδες καρκίνωµα του πνεύµονα 6,11,16,18 
Θήλωµα του λάρυγγα 6,11,30 
Καρκίνωµα του λάρυγγα 16,18 
Θήλωµα του γναθιαίου άντρου 57 
 Πλακώδες καρκίνωµα των παραρινικών 
κόλπων 
16,18 
Θηλώµατα του επιπεφυκότα 6,11 
Καρκίνωµα του επιπεφυκότα 16, 
Εστιακή στοµατική επιθηλιακή 
δυσπλασία (νόσος του Heck) 
13,32 
Καρκίνωµα στοµατικής κοιλότητας 5716,18 
Λευκοπλακία της στοµατικής 
κοιλότητας  
16,18 
 Καρκίνωµα του οισοφάγου από 
πλακώδες επιθήλιο 
16,1816,18 
Οξυτενή κονδυλώµατα  6,11,30,42,43,44,45,51,52,54 
Μποουενοειδής  (Bowenoid) βλατίδωση 16,18,34,39,42,45 
Νόσος του Bowen  16,18,31,34 
Γιγαντιαία οξυτενή κονδυλώµατα των 16,11 
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Bushke και Löwenstein) 
Μη ειδική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 30,34,39,40,53,57,59,61,62,64,66,67,68,69 
Χαµηλού βαθµού  ενδοεπιθηλιακή 
νεοπλασία  
6,11,43 
Ενδιάµεση  ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 31,33,35,42,44,45,51,52, 
 Υψηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακή 
νεοπλασία 
16,18,56,58 
 Καρκίνωµα του αιδοίου, Κακοήθεις 
Αιδοιικές αλλοιώσεις  
6,11,16,18 
 Καρκίνωµα του κόλπου 16 
 Καρκίνωµα του τραχήλου της µήτρας 16,18,31 
 Καρκίνωµα του πρωκτού 16,31,32,33 
 Καρκίνωµα in situ του πέους         
(ερυθροπλασία του Queyrat) 
16 
 Kαρκίνωµα του πέους  16,18 
Κοινές µυρµηκίες (verrucae vulgaris) 
Μυρµηκίες (µη γεννητικών περιοχών) 
1,2,4,26,27,29,41,57,65 
  
Πίνακας 1. HPV τύποι και οι βλάβες που προκαλούν. 
 
1.5 HPV του ουρογεννητικού συστήµατος: high risk, low risk 
Από τους ανωτέρω HPV µελετώνται σηµαντικότερα οι τύποι εκείνοι που 
σχετίζονται µε την πρόκληση καρκίνου του ουρογεννητικού συστήµατος (κόλπου, 
αιδοίου, πέους, τραχήλου) και ειδικότερα του τραχήλου της µήτρας.  
Σήµερα έχει αποδειχθεί πλήρως η συσχέτιση του HPV µε τον καρκίνο του 
τραχήλου της µήτρας µε την αποµόνωση κάποιων τύπων του ιού στο σύνολο σχεδόν 
των περιπτώσεων. Σε πολυάριθµες µελέτες βρέθηκε HPV DNA που κυµαίνεται σε 
περισσότερο από 90 % (33) των περιστατικών καρκίνων του τραχήλου έως και 99% 
σε κάποιες σειρές (34), µε χαρακτηριστική την µελέτη (35) όπου σε 511 δείγµατα δεν 
ανευρέθηκε κανένα περιστατικό σοβαρού βαθµού δυσπλασίας (CINIII) ή καρκίνου 
αρνητικού σε  HPV DNA. 
Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι συγκεκριµένοι τύποι του HPV έχουν 
υψηλή ογκογενετική επίδραση στο γεννητικό επιθήλιο και χαρακτηρίζονται σαν 
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υψηλής επικινδυνότητας (high risk) ενώ άλλοι τύποι προκαλούν συνήθως καλοήθεις 
βλάβες και χαρακτηρίζονται σαν χαµηλής επικινδυνότητας (low risk) µε την 
παρουσία και µιας ενδιάµεσης κατηγορίας  (intermediate risk) (36-39) ( πίνακας 2).  
Στους τύπους υψηλής επικινδυνότητας (high risk) περιλαµβάνονται οι 16, 18, 31, 33, 
25, 34, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 87.  
Στους τύπους χαµηλής επικινδυνότητας( low risk) περιλαµβάνονται οι 6, 11, 40, 42, 
43, 44, 54, 61, 70, 72, 81.  
Στους ενδιάµεσης επικινδυνότητας αναφέρονται οι 26, 53, 66. (40,41) 
Κατηγορία HPV τύπος  Επισηµάνσεις 
Υψηλού 
κινδύνου 
16  Το πρότυπο υψηλού κινδύνου του HPV, ο πλέον 
συνήθης HPV σε όλες τις SIL (περίπου 25%) και 
υψηλού βαθµού (50-60%): η αναλογία 
υψηλού/χαµηλού βαθµού  είναι 15:1. Ο 
επιπολασµός του καρκίνου βαίνει παράλληλα µε 
την υψηλού βαθµού SIL 
 18 Ισχυρή συσχέτιση µε το αδενοκαρκίνωµα (50%), 
αδιαφοροποίητο µικροκυτταρικό καρκίνωµα 
(80%) και άλλα µη αµιγώς πλακώδη 
αδενοκαρκινώµατα. Παρόν σε λιγότερο από 10% 
των αµιγώς πλακωδών καρκινωµάτων. Παρόν στο 
5 % των SIL (περίπου 10%). Περίπου 10 % 
ταξινοµείται ως υψηλού βαθµού (περίπου 3:1). 
 31 Ο δεύτερος συχνότερος τύπος στις SIL (περίπου 
10 %). Περίπου 60% ταξινοµείται ως υψηλού 
βαθµού. Ο δείκτης στον καρκίνο (3-5%) 
σηµαντικά χαµηλότερος σε σχέση µε τη SIL, 
δηλώνοντας ενδιάµεσο κίνδυνο 
 33 Χαµηλή συχνότητα στη SIL, συσχετίζεται 
συχνότερα µε καρκίνο 
 35 Χαµηλή συχνότητα στη SIL, κυρίως υψηλός 
έναντι χαµηλού βαθµού, η συχνότητα στις SIL 
παρακολουθεί τη συχνότητα (5%) των καρκίνων 
 39  Συσχετίζεται µε υψηλού και χαµηλού βαθµού 
SIL( περίπου 2:1) 
 45  Συσχέτιση µε καρκίνο, λιγοστά δεδοµένα 
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 51 Συσχέτιση µε καρκίνο, λιγοστά δεδοµένα 
 52 Συσχέτιση µε καρκίνο, λιγοστά δεδοµένα 
 56 Συσχέτιση µε καρκίνο, λιγοστά δεδοµένα 
 6,11  Το πρότυπο των χαµηλού κινδύνου HPV, σχετικά 
συνήθεις στον τράχηλο (5-10%) ισχυρή 
συσχέτιση µε κονδυλώµατα και θηλωµατώδη 
(άτυπη) ανώριµη µεταπλασία  
 42-44  Κλωνοποιηµένοι από χαµηλού βαθµού βλάβες 
και ταξιµονηµένοι ως χαµηλού κινδύνου. 
Ασυνήθεις. 
 Β
α
 Αταξινόµητος HPV, ταυτοποιηµένος σε µια 
µελέτη, ισχυρή συσχέτιση µε χαµηλού βαθµού 
SIL. 
Α. Ένας µεγάλος αριθµός από γεννητικούς HPV-τύπους δεν έχουν ακόµα ταξινοµηθεί 
ακριβώς σε όρους κινδύνου, είτε γιατί είναι σπάνιοι , είτε γιατί δεν έχουν συσχετιστεί µε τη 
µορφολογία. Περιλαµβάνουν τους τύπους 53-55 και 57-59 
Συντοµογραφίες: SIL: Squamous  Intraepithelial Lesion (Πλακώδης Ενδοεπιθηλιακή 
Νεοπλασία) 
 
 (Πηγή :  Crum CP, Cibas ES, Lee K.Pathology of Early Cervical Neoplasia. Churchill 
Livingstone , USA 1997, σελ 8) 
 
Πίνακας 2.  Υψηλού και χαµηλού κινδύνου HPV-τύποι 
 
Από αυτούς, µεγαλύτερη ογκογενετική δράση έχουν οι HPV-16 και HPV-18 
εµπλεκόµενοι στο 50% και το 20% αντιστοίχως των καρκίνων του τραχήλου της 
µήτρας (42-45).  
Κύριοι εκπρόσωποι της low risk κατηγορίας είναι οι 6, 11 που προκαλούν συνήθως 
τα απλά κονδυλώµατα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ HPV 
 
2.1 Γένωµα. 
Οι  PV είναι µικροί (άνευ φακέλου) ιοί µε δίκλωνο κυκλικό DNA και µέγεθος περί τα 
8000 ζεύγη βάσεων (bp) µε µοριακό βάρος περί τα 5x106 daltons.  Εγκλείονται σε ένα 
εικοσαεδρικό  καψίδιο που συντίθενται από 72 καψοµερίδια που περιβάλλουν το 
DNA. 
Το καψίδιο αποτελείται από δύο δοµικές πρωτεΐνες, την µείζονα (L1) και την 
ελάσσονα (L2) (46-48). Το γένωµα πολλών από τους ανθρώπους HPV και τους PV 
ζώων έχει αλληλουχηθεί πλήρως και η οργάνωσή του είναι παρόµοια µε διαφορές 
ωστόσο ως προς τα ORF ανάµεσα στα είδη . Ένα χαρακτηριστικό γνώρισµα της 
οργάνωσης του γενώµατος όλων των PV είναι ότι όλα τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης 
(ORF: Open Reading Frames) είναι τοποθετηµένα στον ένα κλώνο του δίκλωνου  
DNA, υποδεικνύοντας ότι όλα τα γονίδια ευρίσκονται στον ένα κλώνο. Επιπλέον, 
µελέτες έχουν δείξει ότι µόνο ο ένας κλώνος χρησιµοποιείται σαν εκµαγείο για την 
µεταγραφή ( εικ 6). 
Στους PV ο κωδικεύων κλώνος περιέχει οκτώ έως δέκα ανοικτά πλαίσια 
ανάγνωσης (ORF), που κατηγοριοποιούνται σε πρώιµα (E: early) και όψιµα (L:late) 
ανάλογα µε τη θέση τους. Τα γονίδια της Ε περιοχής κωδικοποιούν ρυθµιστικές ιικές 
πρωτεΐνες  περιλαµβάνοντας και τις απαραίτητες για την αντιγραφή του ιικού DNA 
(κυριότερα τα Ε1. Ε2, Ε4, Ε5, Ε6, Ε7)(εικ 7). Τα L1 και L2 ORF κωδικοποιούν τις 
πρωτεΐνες του ιικού καψιδίου και εκφράζονται µόνο σε κύτταρα µε παραγωγική 
µόλυνση.  
Τέλος µια περιοχή περί 1000 bp που δεν περιέχει ORFs αναφέρεται µε διάφορους 
όρους όπως LCR (Long Control Region) ή απλώς µη κωδικοποιούσα περιοχή (non 
coding region). Αυτή η περιοχή περιλαµβάνει τη θέση έναρξης της αντιγραφής του 
DNA, καθώς και θέσεις που αφορούν στη ρύθµιση της µεταγραφής (50). 
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Εικ. 6. Σχηµατική απεικόνιση του HPV 16 DNA 
 
 
Εικ 7.  Έκφραση των πρώιµων πρωτεϊνών του HPV 16. 
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2.2 Πρώιµη και όψιµη γονιδιακή έκφραση  
 
2.2.1 Πρώιµη γονιδιακή έκφραση 
Το Ε1 γονίδιο κωδικοποιεί για ιική πρωτεΐνη που έχει δραστικότητα  
ΑΤΡάσης και ελικάσης. Προσδενόµενη σε ειδικές περιοχές του DNA επιτρέπει το 
ξετύλιγµά του και δρα σαν παράγοντας επιµήκυνσης για την αντιγραφή του (50).  
Το Ε2 γονίδιο κωδικοποιεί την Ε2 πρωτεΐνη που είναι υπεύθυνη για την 
αναγνώριση και την πρόσδεση στην θέση έναρξης της αντιγραφής. Ευρίσκεται σε δύο 
µορφές: την µορφή πλήρους µήκους που συµβάλει στην µεταγραφή, και την µη 
πλήρους µήκους που δρα σαν καταστολέας της µεταγραφής.  
Η αναλογία αυτών των µορφών που ευρίσκονται σε ένα ετεροτριµερές 
σύµπλοκο συνδεόµενο µε την Ε1, ρυθµίζει την µεταγραφή του ιικού DNA. Έτσι η 
σύνδεση µε την Ε1 οδηγεί στην έναρξη της αντιγραφής, η συνέργεια µε την CBP 
(Creb Binding Protein) ενεργοποιεί την µεταγραφή, ενώ η πρόσδεση  του µή πλήρους 
µήκους Ε1 σε ανοδικές θέσεις κοντά στους υποκινητές των γονιδίων Ε6 και Ε7  
(51,52) οδηγεί σε καταστολή της έκφρασής τους.  
Σε πειραµατικές µελέτες εισαγωγή του γονιδίου Ε2 του βόειου PV, µέσω ενός 
πλασµιδιακού φορέα σε σειρά τραχηλικών καρκινικών κυττάρων καταστέλλει την 
έκφραση των ενσωµατωµένων HPV-18 Ε6 και Ε7 γονιδίων και προκαλεί σχεδόν 99% 
αναστολή της σύνθεσης του κυτταρικού DNA µέσα σε 2 ηµέρες (53-55). ∆ιάφοροι  
PV όπως ο HPV-31 εκφράζουν επιπρόσθετα της Ε2 µια Ε8 Ε2C πρωτεΐνη όπου η Ε8 
περιοχή αντικαθιστά την ενεργό Ε2 (56). 
 
Ε3: δεν έχει µελετηθεί επαρκώς. 
 
Ε4: κωδικοποιεί την Ε4 πρωτεΐνη σε όψιµη φάση του κύκλου ζωής του ιού. Με την 
C-τελική περιοχή να προσδένεται στα ενδιάµεσα των κερατινοκυττάρων ινίδια 
προκαλώντας την καταστροφή τους και  την απελευθέρωση έτσι των κυττάρων που 
περιέχουν και τα σωµάτια του ιού. Εµπλέκεται ακόµη στην µετατροπή των κυττάρων 
του ξενιστή απορυθµίζοντας οδούς που σηµατοδοτούν τη µιτωτική δραστηριότητα 
(50).  
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Ε5: κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη Ε5 που φαίνεται να παρεµποδίζει τους 
µηχανισµούς που καταστέλλουν την αύξηση π.χ. EGF υποδοχέας: ενεργοποίηση 
µιτογόνων σηµατοδοτικών οδών µέσω µεταγραφικών παραγόντων: (c Jun, c-fos) 
(σηµαντικών στην αποδόµηση µέσω ουβικιτινίωσης του p53 µέσω Ε6). 
 
Ε6: κωδικοποιεί για την Ε6 πρωτεΐνη. Ο κύριος στόχος της Ε6 των  HPV-16 και 
HPV-18 είναι η p53 πρωτεΐνη που είναι ένας ογκοκαταστολέας (57).  Η p53 επιδρά 
στην  έκφραση πρωτεϊνών που ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο όπως π.χ. επάγει την 
έκφραση της p21 που αναστέλλει τον κυτταρικό κύκλο. Έτσι  σε περίπτωση 
γενοτοξικών παραγόντων ή  βλάβης του DNA τα επίπεδα της p53 αυξάνουν, ώστε να 
επιφέρουν την αναστολή του κυτταρικού κύκλου ή την απόπτωση, όντας µέρος του 
κυτταρικού µηχανισµού άµυνας ώστε ή το κύτταρο να επιδιορθώσει τις βλάβες του 
DNA πριν την αντιγραφή ή να αποµακρυνθεί. 
Τα επίπεδα της p53 σε σειρές κυττάρων που έχουν αθανατοποιηθεί από την 
Ε6 ή σε HPV θετικά καρκινικά τραχηλικά κύτταρα είναι εν γένει δύο έως τρεις φορές 
χαµηλότερα του συνήθους και γενικά τα κύτταρα που εκφράζουν Ε6 δεν είναι σε 
θέση να ενεργοποιήσουν µία µέσω της p53 κυτταρική απάντηση σε DNA βλάβη 
(58,59). 
Ο µηχανισµός µε τον οποίο επιδρά η Ε6 στην p53 είναι η δηµιουργία συµπλόκου 
µεταξύ Ε6, p53 και µιας λιγάσης της ουβικιτίνης της Ε6ΑΡ. Η Ε6 προσδένεται στην 
Ε6ΑΡ και την κατευθύνει έτσι στην p53, οδηγώντας έτσι στην ουβικιτινίωση και 
αποδοµή της στο 26S πρωτεόσωµα (56,60). 
Μελέτες έχουν δείξει ακόµη ότι η Ε6ΑΡ δεν εµπλέκεται σε ουβικονιτίνωση 
της p53 σε κύτταρα που δεν περιέχουν Ε6 (61,62). Σε απουσία της Ε6, η κύρια οδός 
αποδόµησης της p53 είναι η σύνδεση  µε την λιγάση της ουβικιτίνης Mdm2 (63,64). 
Επί καρκινικών κυττάρων HPV- θετικών, η  ανωτέρω οδός απενεργοποιείται και η 
αποδόµηση της p53 ελέγχεται πλήρως από την Ε6 που την στοχοποιεί ακόµη κι όταν 
δεν  χρειάζεται (π.χ. σε DNA βλάβη) οδηγώντας έτσι σε συσσώρευση µεταλλάξεων 
στα µολυσµένα κύτταρα και τελικά πρόκληση κακοήθειας (61,65). Η Ε6 στις HPV 
δύναται να συνδέεται µε τον µεταγραφικό συνεργοποιητή της p53 του p300/ CBP 
(Creb Binding Protein) εµποδίζοντας έτσι την µεταγραφή της. 
Άλλες διενέργειες της Ε6 των  υψηλής επικινδυνότητας HPV είναι η 
αλληλεπίδραση µε ένα σύνολο πρωτεϊνών µεταξύ των άλλων και την προαποπτωτική 
πρωτεΐνη ΒaΧ οδηγώντας στην αποδόµησή της (66). Ειδικά στον HPV-16 η Ε6 
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προσδένεται στην FADD,  πρωτεΐνη που δρα στη Fas αποπτωτική οδό, έχοντας σαν 
αποτέλεσµα την αναστολή της απόπτωσης (µέσω της αποδόµησης της FADD). 
Επιπλέον η Ε6 επιδρά µε τον αναστολέα της κυκλινοεξαρτώµενης κινάσης P16ink4 µια 
συνέργεια που οδηγεί στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (67). Τέλος η Ε6 έχει 
δειχθεί ότι ενεργοποιεί την τελοµεράση παράγοντας την αθανατοποίηση των 
κυττάρων (57).  
Το Ε7 γονίδιο κωδικοποιεί την Ε7 πρωτεΐνη που συµµετέχει στην πρόσδεση 
πρωτεϊνών σηµαντικών για τη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου όπως η PRB 
(πρωτεΐνη του  ρετινοβλαστώµατος) και οι σχετιζόµενες πρωτεΐνες  p107 και p130 
(68,69). 
Το επίπεδο της φωσφορυλίωσης της PRB µεταβάλλεται κατά τη διάρκεια του 
κυτταρικού κύκλου, όντας ενεργή στην µη φωσφορυλιωµένη µορφή της και 
αδρανοποιηµένη στην φωσφορυλιωµένη µορφή της. Στην ενεργό µορφή συνδέεται µε 
τον Ε2F µεταγραφικό παράγοντα και τον µπλοκάρει, αναστέλλοντας έτσι τον 
κυτταρικό κύκλο. Η Ε7 των high risk HPV καταλαµβάνει την θέση πρόσδεσης του 
Ε2F απελευθερώνοντάς τον  και προωθώντας έτσι τον κυτταρικό κύκλο. Στη 
συνέχεια στο σύµπλοκο Ε7/RB οδηγείται στην πρωτεόλυση µέσω  της ουβικιτίνης. Η 
Ε7 επιδρά ακόµη στους αναστολείς των κυκλινοεξαρτώµενων κινασών, τους p21 και 
p27 εµποδίζοντας την αναστολή του κυτταρικού κύκλου (70-72). Η Ε7 των high risk 
HPV προκαλεί  γενωµική αστάθεια στα φυσιολογικά ανθρώπινα κύτταρα και οδηγεί 
σε ανώµαλες πολυπολικές µιτώσεις και  ανευπλοειδία (73) ή ανώµαλο διπλασιασµό 
του κεντροσωµατίου, χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων (73,74). Τέλος η Ε7 
είναι αναγκαία για την σταθερή παρουσία του επισωµατικού HPV στα επιθηλιακά 
κύτταρα.  
Έτσι ο ρόλος της Ε7  συνεπικουρούµενος και από την Ε6 είναι κεντρικός στην 
στρατηγική του ιού γιατί πρέπει να ενεργοποιήσουν τον κυτταρικό µηχανισµό του 
ξενιστή για την αντιγραφή του ιικού DNA εξαρτώµενου από τους αντιγραφικούς 
παράγοντες του ξενιστή (DNA πολυµεράση, PCNΑ κα). Αυτοί οι παράγοντες είναι 
πρωτεΐνες που εκφράζονται µόνο στη φάση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, τον 
µηχανισµού του οποίου πυροδοτεί η Ε7.  
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2.2.2.Όψιµη γονιδιακή έκφραση (Late Gene Expression) 
L1 : Kωδικοποιεί για την µείζονα καψιδιακή πρωτεΐνη. Σχηµατίζει τα ιικά σωµατίδια. 
L2: Kωδικοποιεί για την ελάσσονα καψιδιακή πρωτεΐνη  που πιθανώς εµπλέκεται στο 
πακετάρισµα του DNA (50). 
 
2.3 O κύκλος µόλυνσης του HPV 
O κύκλος αναπαραγωγής του ιού είναι το κλειδί για την κατανόηση της 
παθογένεσης αυτών των ιών. Η γνώση µας  αναφορικά µε αυτή τη διεργασία είναι 
περιορισµένη και  αρκετά κρίσιµα ζητήµατα δεν έχουν διαλευκανθεί, κυρίως επειδή 
δεν είναι δυνατόν να µολυνθούν  µε τον ιό κύτταρα ιστοκαλλιέργειας  και να 
επιτευχθεί ένας πλήρης λοιµώδης ιικός κύκλος  in vitro.  
   H λοίµωξη και η βλαστική (vegetative) ανάπτυξη του ιού εξαρτώνται 
απολύτως από ένα ολοκληρωµένο πρόγραµµα διαφοροποίησης των 
κερατινοκυττάρων. Οι ιοί µολύνουν τις προβαθµίδες των  κερατινοκυττάρων της 
βασικής µεµβράνης, πιθανώς στοχεύοντας τα βλαστικά τους κύτταρα, αλλά υψηλού 
βαθµού έκφραση  των πρωτεϊνών του ιού και   συγκρότησή του λαµβάνουν χώρα 
µόνο στα ανώτερα επίπεδα της ακανθωτής  και της κοκκιώδους στοιβάδας του 
πλακώδους επιθηλίου (75). Η έκφραση των γονιδίων του ιού περιορίζεται στα 
κερατινοκύτταρα και δεν υπάρχει ένδειξη ότι τα γονίδια του ιού εκφράζονται σε 
κάποια άλλα κύτταρα, πλην των κερατινοκυττάρων. Υπάρχει ένα  πρότυπο  έκφρασης 
στο χώρο και το χρόνο των γονιδίων του HPV εντός του   προσβεβληµένου 
επιθηλίου. Ο ιός µολύνει µια υποοµάδα των πρόδροµων κυττάρων της βασικής 
στοιβάδας, πιθανόν τα βλαστικά κύτταρα, µε ένα χαµηλό αριθµό αντιγράφων. 
Κάποια στιγµή µετά τη λοίµωξη ακολουθεί µια φάση αναπαραγωγής του DNA του 
ιού, η οποία φαίνεται να είναι ανεξάρτητη του κυτταρικού κύκλου και η οποία 
ενισχύει τον αριθµό των αντιγράφων σε περίπου 50-100 αντίγραφα / κύτταρο. Στη 
συνέχεια, το µολυσµένο κύτταρο πιστεύεται ότι  εγκαταλείπει αυτό το αρχικό 
κυτταρικό διαµέρισµα για να εισέλθει στο διαµέρισµα των πολλαπλασιαζοµένων και 
ωριµαζόντων κυττάρων του επιθηλίου. Έπειτα  έρχεται η φάση της διατήρησης ή του 
επισώµατος, όπου η ιική έκφραση ελαχιστοποιείται και ειδικά, η έκφραση των 
ογκογονιδίων E6 και E7 βρίσκεται κάτω από ασφυκτικό έλεγχο, µε τα Ε6/Ε7 
µετάγραφα  µόλις να είναι ανιχνεύσιµα. Όταν τα  µολυσµένα κερατινοκύτταρα 
ανέρχονται στις ανώτερες στοιβάδες διαφοροποιούνται και λαµβάνει χώρα µια  
αύξηση της γονιδιακής έκφρασης του ιού, ενίσχυση του ρυθµού αντιγραφής το 
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λιγότερο σε 1000 αντίγραφα ανά κύτταρο, έκφραση των πρώιµων γονιδίων  Ε6 και 
Ε7, αλλά και έκφραση των  όψιµων γονιδίων  από τον όψιµο  επαγωγέα (76). 
Είναι σηµαντικό να αναγνωριστεί ότι αυτά τα γεγονότα εµφανίζονται  σε 
κύτταρα που διαφοροποιούνται και έχουν εξέλθει του κυτταρικού κύκλου. Το 
πρόβληµα για τον ιό είναι ότι  οι πολυµεράσες του κυτταρικού DNA και οι 
παράγοντες αντιγραφής παράγονται σε κύτταρα που βρίσκονται σε µίτωση. Για να 
αντιµετωπίσει αυτό το πρόβληµα, ο ιός  κωδικοποιεί πρωτεΐνες οι οποίες, στο πλαίσιο 
του κύκλου ζωής του ιού, ενεργοποιούν ξανά τη σύνθεση του DNΑ σε κύτταρα εκτός 
κυτταρικού κύκλου, αναστέλλουν την απόπτωση και επιβραδύνουν το πρόγραµµα 
διαφοροποίησης των µολυσµένων κερατινοκυττάρων, δηµιουργώντας ένα ευνοϊκό 
περιβάλλον για την αντιγραφή του DNA (77). Οι ακριβείς λεπτοµέρειες του πως 
επιτυγχάνεται αυτό δεν έχουν κατανοηθεί πλήρως, αλλά τα γονίδια του ιού που 
διαδραµατίζουν κεντρικό ρόλο στη διεργασία αυτή είναι τα Ε6 και Ε7. Ένα ατυχές  
και σπάνιο παραπροϊόν αυτής της διεργασίας  σε υψηλού κινδύνου HPV-αντιγραφή 
είναι η απορρύθµιση του ελέγχου της ανάπτυξης του προσβεβληµένου κυττάρου και 
η ανάπτυξη καρκίνου.  
Ο κύκλος αναπαραγωγής του ιού διαρκεί πολύ χρόνο: ακόµα και στην 
καλύτερη περίπτωση, ο χρόνος που µεσολαβεί από τη στιγµή της λοίµωξης µέχρι την 
απελευθέρωση του ιού ανέρχεται σε περίπου 3 εβδοµάδες, αφού αυτός είναι ο χρόνος 
που χρειάζεται το κερατινοκύτταρο για να διαφοροποιηθεί πλήρως και να αποπέσει. 
Στην πραγµατικότητα, η περίοδος ανάµεσα στη λοίµωξη και την εµφάνιση των 
αλλοιώσεων ποικίλει πολύ και µπορεί να  ποικίλει από εβδοµάδες µέχρι µήνες.  Έτσι 
ο ιός  εισέρχεται στο κερατινοκύτταρο στην αρχή της ωρίµανσης του  ως πρόδροµο  
βασικό κύτταρο του επιθηλίου και παραµένει µέχρι το τέλος της διαδροµής του ως 
διαφοροποιηµένο πλακώδες κύτταρο. Πρόκειται για µια στρατηγική αντιγραφής, 
κατά την οποία  η αντιγραφή του ιικού DNA και η συγκρότηση σε ιό εµφανίζεται σε 
ένα κύτταρο που ήδη προορίζεται για θάνατο από φυσικά αίτια. ∆εν υπάρχει 
επαγόµενη από ιό κυτταρόλυση ή νέκρωση και γιαυτό δεν υπάρχει φλεγµονή.  Έτσι,  
για το µεγαλύτερο µέρος του µολυσµατικού κύκλου του  HPV, υπάρχει ελάχιστη ή 
και µηδενική απελευθέρωση προφλεγµονωδών κυτταροκινών  στο τοπικό 
µικροπεριβάλλον, που να είναι σηµαντικές για την ενεργοποίηση των δενδριτικών 
κυττάρων( Dentritic Cells-DC) και τη µετανάστευσή τους. Συνεπώς ελλείπουν τα 
ουσιώδη σήµατα  για το εναρκτήριο λάκτισµα της ανοσιακής απάντησης στα 
πλακώδη επιθήλια (78). ∆εν υπάρχει  φάση αιµατογενούς διασποράς στον κύκλο 
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ζωής του HPV  και µικρές µόνο ποσότητες αντιγράφων εκτίθενται στην ανοσιακή  
άµυνα του οργανισµού. Ως συνέπεια, ο ιός είναι  πρακτικά αόρατος για τον ξενιστή. 
Πρόκειται για µια  στρατηγική του ιού που οδηγεί σε επίµονη χρόνια λοίµωξη, καθώς 
ο ξενιστής αγνοεί το παθογόνο για µακρά περίοδο.  
 
   Κατά τη διάρκεια της αρχικής φάσης της λοίµωξης, ο HPV υπάρχει ως 
κυτταρικό επίσωµα, αλλά η ενσωµάτωση της υψηλής επικινδυνότητας HPV-DNA 
στο γένωµα του ξενιστή είναι ένα σηµαντικό βήµα στη νεοπλασµατική εξέλιξη στον 
τράχηλο (79). Η ενσωµάτωση συνήθως προκαλεί απάλειψη ή ρήξη στο ιικό 
ρυθµιστικό γονίδιο E2, ενώ διακρατείται  ένα µεταβλητό τµήµα, που περιλαµβάνει τα 
E6 και Ε7  ογκογονίδια και την ανιούσα ρυθµιστική περιοχή. Η υπερέκφραση του E2 
από ετερόλογους υποκινητές σε κύτταρα που φιλοξενούν το ενσωµατωµένο υψηλού 
κινδύνου HPV-DNA µπορεί να καταστείλει τον πρώιµο υποκινητή του 
ενσωµατωµένου ιού, προκαλώντας µια απότοµη µείωση στην έκφραση των E6 και Ε7 
(55). Η ενσωµάτωση του υψηλού κινδύνου HPV µε τη συνακόλουθη απάλειψη/ρήξη 
του Ε2 οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση των ογκογονιδίων του ιού (80-82). Τα κύτταρα 
που περιέχουν τον υψηλού κινδύνου HPV αποκτούν ένα ισχυρό αναπτυξιακό 
πλεονέκτηµα έναντι των κυττάρων που φιλοξενούν τον επισωµικό υψηλού κινδύνου 
HPV  και αναπτύσσονται κλωνικά. Αυτά τα κύτταρα παρουσιάζουν επίσης αυξηµένη 
αστάθεια του γενώµατός τους (83,84) και γι’ αυτό έχουν µεγαλύτερη πιθανότητα να 
αποκτήσουν δευτερογενείς γονιδιακές ανωµαλίες που µπορεί να οδηγήσουν σε 
κακοήθη εξέλιξη (85). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΟΥ ΙΟΥ 
 
3.1  Μέθοδοι ανίχνευσης  
Η κολποσκόπηση, η κυτταρολογική εξέταση (test pap) και η ιστολογική 
εξέταση διαπιστώνουν αλλοιώσεις που αντιστοιχούν σε προσβολή του επιθηλίου από 
τον ιό του ανθρώπινου θηλώµατος και τις κατατάσσουν σε CIN1, CIN2, CIN3 in situ 
ή και διηθητικό καρκίνωµα. Η ανίχνευση όµως του ιού, των σωµατιδίων ή και των 
τύπων αυτού, γίνεται µε τις ακόλουθες µεθόδους: 
Ηλεκτρονικό µικροσκόπιο (Η/Μ) 
Ανοσοϊστοχηµεία 
DNA υβριδισµός (in situ, southern blot) 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction PCR) 
Το Η/Μ και η Ανοσοϊστοχηµεία ανιχνεύουν σωµατίδια του ιού και ειδικό αντιγόνο σε 
ενεργό λοίµωξη σε ποσοστό 50%. Η τυποποίηση του ιού γίνεται µε DNA υβριδισµού 
ή µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR), µια σχετική µέθοδο δε, την 
nested multiplex PCR, την εφαρµόσαµε και εµείς κατά τη διάρκεια της εργασίας µας 
για την ταυτοποίηση των HPV τύπων. 
 
3.1.2 Φυσική Ιστορία της ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας  CIN 
Οι βλάβες που σχετίζονται µε συγκεκριµένους HPV τύπους συνήθως 
διατρέχουν µια καλοήθη πορεία π.χ. η συσχέτιση  HPV6/11 µε την πρόκληση 
τραχηλικού καρκίνου είναι πολύ σπάνια. Ενδοεπιθηλιακές βλάβες που προκαλούνται 
από ενδιαµέσου και υψηλού κινδύνου HPV τύπους έχουν µια αστάθµητη  πορεία(86).  
Ο διηθητικός καρκίνος συνήθως συνοδεύεται από βλάβη τύπου CINΙΙΙ που 
πιθανότατα προηγείται (87,88). Μελέτες που ερευνούν τα πρώτα ανώµαλα 
επιχρίσµατα (test pap) που προηγήθηκαν τραχηλικού καρκίνου έδειξαν ότι 80% 
περιέχουν CIN ΙΙΙ ακόµα και έως 20 έτη πριν τη διάγνωση. Πολλές γυναίκες όµως µε  
CIN ΙΙΙ δεν αναπτύσσουν καρκίνο µε την πιθανότητα του κινδύνου να κυµαίνεται από 
20% έως περισσότερο από 70% ανάλογα µε τις σειρές (89,90). Ο high  risk HPV-16 
συσχετίζεται ισχυρά µε βλάβες CIN ΙΙ, CIN ΙΙΙ ή και καρκίνωµα(22,91). Άλλοι HPV 
τύποι που συσχετίζονται µε τον καρκίνο (π.χ. HPV31, HPV33) ανευρίσκονται µε ίδια 
συχνότητα σε βλάβες CIN Ι, CIN ΙΙ και CIN ΙΙΙ. ∆εν είναι ξεκάθαρο αν οι βλάβες 
CIN Ι που σχετίζονται µε high risk HPV έχουν µεγάλη πιθανότητα να εξελιχθούν σε 
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καρκίνο. Ένας σηµαντικός βαθµός βλαβών που οφείλονται σε high  ή intermediate 
risk HPV types υποστρέφει ή δεν εξελίσσεται σε καρκίνο (92,93).  
Σε άλλες µελέτες βρέθηκε 40 φορές µεγαλύτερη πιθανότητα ανάπτυξης CIN Ι 
και 100 φορές µεγαλύτερη πιθανότητα ανάπτυξης CIN ΙΙ, ή CIN ΙΙΙ σε  HPV16/18 
µολύνσεις (92), ενώ όπως αναφέρθηκε και σε άλλο σηµείο η πιθανότητα πρόκλησης 
διηθητικού καρκίνου σε πληθυσµό µε κυτταρολογική διάγνωση δυσπλασίας (CIN) 
ήταν και 100 φορές µεγαλύτερη από τον πληθυσµό µε φυσιολογικά επιχρίσµατα (9).    
Νεότερες µελέτες έδειξαν ότι η πιθανότητα κατά τη διάρκεια της ζωής της 
γυναίκας να µολυνθεί µε κάποιο τύπο του HPV  φθάνει έως και το 80% (94,95). Σε 
µελέτη  στη Νορβηγία (96) η HPV µόλυνση είναι πολύ συχνή ιδίως στις νέες 
γυναίκες µε τις περισσότερες µολύνσεις να είναι πρόσκαιρες και ασυµπτωµατικές µε 
ένα ποσοστό τραχηλικού καρκίνου πάντως της τάξης των 13/100.000 στην περίοδο 
1995-99 και στις ηλικίες 25-29 ετών. Η συχνότητα της HPV µόλυνσης ήταν 30-60% 
σε γυναίκες  < των 30 ετών ενώ το ποσοστό έπεφτε σε 5-10% µετά τα 30 έτη γεγονός 
που δείχνει την εξαφάνιση (Clearing) της µόλυνσης στις περισσότερες περιπτώσεις 
(97,98). 
Τελικά η εξέλιξη µιας δεδοµένης HPV µόλυνσης δεν µπορεί να προβλεφθεί µε 
ακρίβεια ακόµη και σε βλάβες CIN ΙΙΙ που οφείλονται σε high risk HPV. Έτσι, µε 
δεδοµένο και τον µεγάλο αριθµό που µολύνονται κατά τη διάρκεια του βίου, 
καταβάλλονται προσπάθειες για να βρεθούν νέοι δείκτες που να υποδεικνύουν µε 
µεγαλύτερη σαφήνεια τις γυναίκες εκείνες που εµφανίζουν µεγαλύτερο κίνδυνο 
πρόκλησης τραχηλικού καρκίνου ώστε να υποβληθούν σε θεραπεία.  
 
3.2 E6/E7 
Οι Ε6 και Ε7 εµπλέκονται σ’ αυτή τη διαδικασία. Το ογκογενετικό δυναµικό 
των high risk HPV έχει τεκµηριωθεί ότι οφείλεται κυρίως στις ογκοπρωτεΐνες Ε6 και 
Ε7 η έκφραση των οποίων είναι απαραίτητη (όχι ικανή από µόνη της) για την εξέλιξη 
σε κακοήθεια.  
Προτείνεται εποµένως ότι η ανίχνευση των µεταγράφων Ε6 και Ε7 του high 
risk HPV τύπων θα µπορούσε να δίνει µια καλύτερη εκτίµηση του κινδύνου εξέλιξης 
σε CIN ΙΙΙ ή καρκίνωµα. Έτσι, σε µελέτη δείχθηκε ότι η ανίχνευση των high risk 
HPV  Ε6/Ε7 mRNA σε τραχηλικά επιχρίσµατα αναγνωρίζει τις CIN ΙΙΙ βλάβες µε 
σχεδόν 10% ευαισθησία και έχει µια πολύ υψηλή αρνητική προγνωστική αξία για την 
εξέλιξη της νόσου (99). 
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Σε άλλη µελέτη φάνηκε ότι τα επίπεδα έκφρασης των HPV Ε6/Ε7 mRNA 
ήταν ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας (δεύτερος σε σπουδαιότητα) για την 
πορεία του διηθητικού τραχηλικού καρκίνου(100). Τέλος  779 τραχηλικά δείγµατα 
θετικά σε high risk HPV DNA που εµφάνιζαν όλους τους βαθµούς CIN µεταξύ των 
οποίων και CIN 0 (µη δυσπλαστικό τραχηλικό επιθήλιο) εξετάστηκαν για την 
ανίχνευση Ε6/Ε7 µεταγράφων µέσω της nested RT-PCR µεθόδου (101). Το 
αποτέλεσµα ήταν να ανιχνευθούν µατισµένα Ε6/Ε7 µετάγραφα όλων των high risk 
HPV  σε µεγάλο αριθµό δειγµάτων µε µέση συχνότητα 47%.Εξ αυτών, σε 227 
περιπτώσεις όπου υπήρχε και συµφωνία κυτταρολογικής και ιστολογικής διάγνωσης 
η συχνότητα ανίχνευσης Ε6/Ε7 m RNA αυξανόταν σύµφωνα µε το βαθµό της βλάβης 
και ήταν: CIN 0-18%, CIN Ι -58%, CIN ΙΙ- 77%, CIN ΙΙΙ- 84%. 
Οι µηχανισµοί µεταγραφής έχουν µελετηθεί κυρίως στους HPV 16 και HPV 
18 τύπους. Αµφότερα τα ογκογονίδια Ε6 και Ε7 µεταγράφονται από έναν κοινό 
υποκινητή ο οποίος συνήθως καταστέλλεται από την ιική Ε2. Στον HPV 16 γίνεται 
εναλλακτικό µάτισµα µε τη χρήση µιας κοινής θέσης µατίσµατος στα 226 nt και δύο 
διαφορετικών θέσεων µατίσµατος στα 409 nt και τα 526 nt, οδηγώντας σε τρία 
διαφορετικά µετάγραφα. Μόνο το πλήρους µήκους Ε6/Ε7 µετάγραφο κωδικοποιεί 
την Ε6 πρωτεΐνη ενώ τα προϊόντα του εναλλακτικού µατίσµατος  Ε6 * Ι και πιθανόν 
Ε6 * ΙΙ κωδικοποιούν την Ε7 πρωτεΐνη (102). 
Οµοιοµορφία αυτού του µοντέλου έχει αποδειχθεί σε τραχηλικό καρκίνο 
(πλακώδους τύπου) και σε CIN βλάβες. Σε άλλους high risk HPV  τύπους 
(18,31,33,35,51,52,56,58,59) µόνο ένα προϊόν µατίσµατος έχει περιγραφεί, ενώ σε 
άλλους (39,45,66,68) δεν έχει ακόµη περιγραφεί. Συνοψίζοντας, το κύριο πρόβληµα 
µε το HPV DNA test σε συνδυασµό µε το test pap είναι η υψηλή συχνότητα HPV 
στις γυναίκες µε φυσιολογικό pap επίχρισµα στις γυναίκες µε pap επίχρισµα ASCUS 
(Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance: άτυπα πλακώδη κύτταρα 
απροσδιόριστης σηµασίας), καθώς και στις γυναίκες µε  Pap επίχρισµα 
χαµηλόβαθµου CIN, δεδοµένου του µικρού σχετικά αριθµού που θα αναπτύξουν 
τελικά υψηλόβαθµο CIN.  
Η ανίχνευση του Ε6 και Ε7 mRNA πιθανόν να έχει διαγνωστικό και 
προγνωστικό πλεονέκτηµα σε σχέση µε την ανίχνευση του HPV DNA, 
υποδεικνύοντας βλάβες που είναι πιθανότερο να επιµείνουν ή να εξελιχθούν 
ενδεχοµένως δε και το µοντέλο µατίσµατος – έκφρασης του mRNA να σχετίζεται µε 
την ανάπτυξη ή εξέλιξη της δυσπλασίας (CIN).  
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Αυτό θα προσπαθήσουµε να µελετήσουµε στην εργασία µας ανιχνεύοντας 
τους HPV 16 τύπους σε περιστατικά CIN (από CIN Ι έως CIN ΙΙΙ και in situ Ca) µέσω 
PCR   και nested multiplex PCR  και στη συνέχεια προσπαθώντας να ανιχνεύσουµε 
το Ε6/Ε7    mRNA   µέσω RT PCR   και nested RT PCR. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.1 Κλινικά δείγµατα  
Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν 57 κλινικά δείγµατα από το ιδιωτικό 
παθολογοανατοµικό ( ιστοπαθολογικό) εργαστήριο  του εκπονούντος  τη µελέτη. 
Αυτά αφορούσαν σε  βιοψίες τραχήλου  µήτρας κατά το χρονικό διάστηµα 2006-
2009. 
Στα ανωτέρω δείγµατα έχει γίνει ιστολογική εξέταση και έχει τεθεί η 
διάγνωση δυσπλασίας-ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας  (CIN) σε βαθµούς από 1 έως 3 ή 
/και in situ Ca.  
Στον πίνακα 1 παρουσιάζονται τα δείγµατα βιοψιών τραχήλου που 
χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία, ο βαθµός  CIN και η χρονολογία 
ιστολογικής διάγνωσης. 
∆είγµα   Κωδικός 
εργαστηρίου 
 Βαθµός CIN Χρονολογία 
ιστολογικής 
διάγνωσης 
Β20-6/09 ∆1 CIN-1 20/2/09 
Ε7-1-5γ/09 ∆2 CIN-3 7/5/09 
Ζ1-4δ/09 ∆3 CIN-3 1/7/09 
Ζ22-1-4γ/09 ∆4 CIN-3 22/7/09 
Ζ22-1-6α/09 ∆5 CIN-3- in situ 22/7/09 
Λ23-1-4/08 ∆6 CIN-2 23/12/08 
Στ-5-2-1/08 ∆7 CIN-2 5/6/08 
Α23-1-5/09 ∆8 CIN-1 23/1/09 
Α15-1-1/09 ∆9 CIN-1 15/1/09 
Θ2-1-9Α/09 ∆10 CIN-2 2/9/09 
Ε16-1-1/08 ∆11 CIN-2 16/5/08 
Ε13-5-6/09 ∆12 CIN-1 13/5/09 
Ε9-2-6-
ΑΒ/08 
∆13 CIN-3 2/9/08 
Η21-1-3Α/08 ∆14 CIN-3 21/8/08 
Θ2-1-5/08 ∆15 CIN-3 1/9/08 
Θ1-1-3/09 ∆16 CIN-3 1/9/09 
Στ-9-1-4Β/03 ∆17 CIN-2 9/6/09 
ΣΤ5-1-
8Β,Γ/09 
∆18 CIN-2 5/6/09 
Ε9-1-5/08 ∆19 CIN-2 9/5/08 
Η18-1-4/08 ∆20 CIN-2 18/8/08 
G21-5/09 ∆21 CIN-3 21/3/09 
∆13-1-1/07 ∆22 CIN-1 13/4/02 
∆16-4-1/07 ∆23 CIN-1 16/4/07 
∆17-5-1/07 ∆24 CIN-1 17/4/07 
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Ε23-3-3/07 ∆25 CIN-1 23/3/07 
Ι30-1-3/08 ∆26 CIN-1 30/10/08 
Κ4-1-5/08 ∆27 CIN-1 4/11/08 
Κ6-1-9/08 ∆28 CIN-1 6/11/08 
Α4-4/07 ∆29 CIN-2 4/1/07 
Ι15-1-4/07 ∆30 CIN-2 15/10/07 
Ι15-1-5/07 ∆31 CIN-2 15/10/07 
Ι26-1-4/07 ∆32 CIN-2 26/10/07 
Ε9-1-1/07 ∆33 CIN-3 9/5/07 
Κ10-1-1/09 ∆34 LGSIL 10/11/09 
Ε14-6-1/09 ∆35 CIN-1 14/5/09 
Γ28-2-1/07 ∆36 CIN-1 28/3/07 
Β15-3/08 ∆37 CIN-1 15/2/08 
Γ7-1-6/07 ∆38 CIN-1 7/3/07 
Λ11-2/06 ∆39 CIN-1 11/12/06 
Κ21-1/06 ∆40 CIN-1 21/12/06 
Κ7-2-3/06 ∆41 CIN-1 7/12/06 
Ι17-4-2/06 ∆42 CIN-2 17/10/06 
Θ22-3/06 ∆43 CIN-1 22/9/06 
Η1-1-1/06 ∆44 CIN-1 1/8/06 
Ζ11-1/06 ∆45 CIN-1 11/7/06 
Στ 14-3/06 ∆46 CIN-1 14/6/06 
Ε9-3-5Β/06 ∆47 CIN -3 9/5/06 
E4-3-3/06 ∆48 CIN -1 4/5/00 
∆27-2-8/06 ∆49 CIN -1 27/14/06 
∆4-4-3Γ-
∆/06 
∆50 CIN-3 4/4/06 
Γ21-2-1/06 ∆51        CIN-1 21/3/06 
Γ14-4-1/06 ∆52 CIN -3 14/3/06 
Γ10-4-1/06 ∆53 CIN -1 10/4/00 
A24-2-3B-
∆/06 
∆54 CIN -2 24/1/06 
Α23-4-1/06 ∆55 CIN-1 23/1/06 
Α19-2/06 ∆56 CIN-1 19/2/06 
A10-4-1B-
Γ/06 
∆57  CΙN -2 10/1/06 
    
Πίνακας 1. ∆είγµατα βιοψιών τραχήλου 
 
Χρησιµοποιήθηκαν ακόµη  επτά (7) δείγµατα HPV-16 (+) µε διάγνωση HSIL( 
υψηλόβαθµη ενδοεπιθηλιακή βλάβη), που προέρχονται από κολποτραχηλικά 
επιχρίσµατα Thin Prep του Νοσοκοµείου «Άγιος Σάββας» Αθηνών της περιόδου 
2003-2005 και είχαν ταυτοποιηθεί προγενέστερα στο εργαστήριο Μικροβιολογίας - 
Ιολογίας του Τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας του Παν/µίου Θεσσαλίας( 
Πίνακας 1.1). 
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∆είγµατα 
thin prep 
Βαθµός 
ενδοεπιθηλιακής 
βλάβης  
739 HSIL 
858 HSIL 
868 HSIL 
793 HSIL 
795 HSIL 
796 HSIL 
747 HSIL 
  
Πίνακας 1.1 .∆είγµατα HPV -16 (+)  
Νοσοκοµείου  «Άγιος Σάββας» 
 
 
2.1.1 Επεξεργασία ιστών-τοµές παραφίνης 
Χρησιµοποιήθηκαν τοµές τεµαχίων τραχήλου µήτρας µονιµοποιηθείσες σε 
φορµόλη πυκνότητας 36%, αραιωµένης σε αναλογία 1/8 µε απεσταγµένο νερό. Στη 
συνέχεια οι τοµές αφυδατώθηκαν σε ιστοκινέττα σε διαλύµατα αλκοόλης βαθµού 
70%, 80%, 96% και 100%, εγκλείσθησαν σε λιωµένη παραφίνη (paraplast plus) και 
σκηνώθηκαν σε κύβους  (block) παραφίνης. 
Στη συνέχεια κόπηκαν σε µικροτόµο και ελήφθησαν τοµές πάχους 5-6 µ που 
επιστρώθησαν σε αντικειµενοφόρους πλάκες. 
2.2.  Ταυτοποίηση 
2.2.1 Αποµόνωση DNA 
Από το ανωτέρω υλικό έγινε εκχύλιση DNA ως εξής: Οι τοµές αποξύθηκαν 
µε αποστειρωµένο νυστέρι (ξεχωριστό για κάθε δείγµα) και το υλικό που προέκυψε 
συγκεντρώθηκε σε φιαλίδια των 0,5 ml.Έγινε ήπια φυγοκέντρηση (spin down) για τη 
συγκέντρωση του περιεχοµένου στον πυθµένα. 
Αποπαραφίνωση : Στο δείγµα προστέθηκαν 400 µl ξυλόλης, έγινε καλή ανάδευση 
για 30 sec και στη συνέχεια φυγοκέντρηση  σε 14.000xg για 5 min. Αφαιρέθηκε η 
ξυλόλη. Προστέθηκαν 400 µl αιθανόλης 100%, έγινε καλή ανάδευση και στη 
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συνέχεια φυγοκέντρηση σε 14.000xg για 5 min. Αφαιρέθηκε η αιθανόλη προσεκτικά 
µε πιπέτα. Το ίζηµα που παρέµεινε ξηράνθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου.  
 Στο ίζηµα προστέθηκαν 50-200 µl διαλύµατος εκχύλισης (extraction buffer) 
ανάλογα µε την ποσότητα του ιστού. Το διάλυµα εκχύλισης (extraction buffer) 
αποτελείτo από : 
 890 µl αποσταγµένο και αποστειρωµένο νερό (ultra pure water) 
 100 µl 10 x  paq 5000 reaction buffer ( stratagene) 
10 µl proteinase K 
σε συνολικό όγκο 1000 µl. 
 Τα φιαλίδια µε το ανωτέρω µίγµα επωάστηκαν στους 55ο για 3h.Ακολούθησε 
θέρµανση στους 95ο C για 10-15 min και ήπια φυγοκέντρηση.  
 Έγινε συλλογή του υπερκείµενου διαλύµατος, στο οποίο προστέθηκαν 10 µl 
γλυκογόνου αποθηκευµένου στους -20ο C, και 300 µl λυτικού διαλύµατος (lysis 
buffer) αποτελούµενου από : 300µl Lysis Buffer αποτελούµενου από 4M GuSCN, 
0,5% N-lauroyl sacrosine, 1mM dithiotreitol, 25mM sodium citrate. Έγινε ανάδευση 
και στη συνέχεια επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 min. Προστέθηκαν 400 µl 
ισοπροπανόλης αποθηκευµένης στους -20ο C, έγινε ανάδευση και επώαση σε πάγο 
για 20 min. Έγινε φυγοκέντρηση για 10 min σε 14000xg και απορρίφθηκε το 
υπερκείµενο.  
 Το ίζηµα εκπλύθηκε µε προσθήκη 50 µl αιθανόλης 70%. Έγινε ανάδευση, 
φυγοκέντρηση σε 14000xg για 10 min και απόρριψη του υπερκείµενου.  
 Τέλος στο εναποµείναν ίζηµα προστέθηκαν 100 µl ddH2O και, αφού έγινε 
ανάδευση, το δείγµα  αποθηκεύθηκε στους -20ο C.  
 
2.2.2 Εκκινητές ( primers) 
  Η  ταυτοποίηση HPV πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της  
µελέτης των Sotlar και συν(104).  
 Για την ταυτοποίηση έγινε στόχευση των Ε6/Ε7 γονιδίων που περιέχονται 
στους HPV µε PCR, χρησιµοποιώντας σαν εκκινητές (primers) τον GPE6-3F 
(forward) µε αλληλουχία GGG WGK KAC TGA AAT CGG T και τους GPEG-5B 
και GPE6-6B (reverse) µε αλληλουχίες CTG AGC TCT CAR NTA ATT GCT CA 
και TCC TCT GAG TYG YCT AAT TGC TC αντίστοιχα. 
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 Το προϊόν της PCR ενισχύθηκε περαιτέρω µε nested multiplex PCR, ώστε αφ’ 
ενός να καταστεί ανιχνεύσιµο αφ’ ετέρου να επιτευχθεί η ταυτοποίηση των HPV. 
 Συγκεκριµένα, για την ανεύρεση του τύπου του HPV που περιέχετο στο υπό 
εξέταση δείγµα χρησιµοποιήθηκαν µείγµατα εσωτερικών εκκινητών (primer mix), 
ειδικά για κάθε τύπο του ιού, σχεδιασµένα έτσι ώστε να στοχεύουν τα PCR 
ενισχυµένα τµήµατα των γονιδίων E6, E7. 
 Οι ανωτέρω εκκινητές αφορούν 14 από τους συχνότερους HPV τύπους 
µεταξύ των οποίων αρκετούς από τους υψηλής επικινδυνότητας  (high risk), των 
HPV16 και HPV18 συµπεριλαµβανοµένων.  
Στον πίνακα 2 παρουσιάζονται οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την 
ταυτοποίηση των HPV, τα µείγµατα στα οποία οργανώθηκαν, η αλληλουχία τους , η 
θέση τους στο γονιδίωµα του ιού, η  πολικότητά τους  και το µήκος των προϊόντων 
τους.  
 
Εκκινητές 
( Primers) 
 
 
HPV  
γονότυπος 
 
 
Μήκος 
PCR 
προϊόντος 
(bp) 
 
 
Πoλι-
κότητα 
 
 
Αλληλουχία(5'-3') 
 
  
Θέση 
(bp) 
 
PRIMER 
MIX 1 
     
HPV 16 F 16 457 F* CAC  AGT  TAT  GCA  GAG  
AGC  TGC 
141-161 
HPV 16 R   R** CAT  ATA  TTC ATG CAA 
TCT AGG TGT 
597-573 
HPV   68   F 68 333 F GCA GAA GGC AAC TAC 
AAC GG 
 
4049-
4068 
 
HPV    68  R    R GTT TAC TGG TCC AGC 
AGT GG 
 
4381-
4362 
 
HPV     31  F 31 263 F GAA ATT GCA TGA ACT 
AAG CTC G 
 
137-158 
 
HPV     31  R    R CAC ATA TAC CTT TGT 
TTG TCA A 
 
399-378 
 
HPV    59  F 59 215 F CAA AGG GGA ACT GCA 
AGA AAG 
 
159-179 
 
HPV    59  R    R TAT AAC AGC GTA TCA 
GCA GC 
 
373-354 
 
 
 
PRIMER 
MIX 2 
     
HPV  33    F 33 398 F ACT ATA CAC AAC ATT 
GAA CTA 
172-192 
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HPV   33   R    R GTT TTT ACA CGT CAC 
AGT GCA 
 
569-549 
 
HPV      6/11 F 6/11 334 F TGC AAG AAT GCA CTG 
ACC AC 
 
201-220 
 
HPV      6/11 
R  
  R TGC ATG TTG TCC AGC 
AGT GT 
 
534-515 
 
HPV  58    F 58 274 F GTA AAG TGT GCT TAC 
GAT TGC 
 
297-317 
 
HPV      58 R    R GTT GTT ACA GGT TAC 
ACT TGT 
 
570-550 
 
HPV     52 F 52 229 F TAA GGC TGC AGT GTG 
TGC AG 
 
178-197 
 
HPV      52 R    R CTA ATA GTT ATT TCA 
CTT AAT GGT 
 
406-383 
 
PRIMER 
MIX 3 
     
HPV     35 F 35 358 F CAA CGA GGT AGA AGA 
AAG CAT C 
 
157-178 
 
HPV      35R    R CCG ACC TGT CCA CCG 
TCC ACC G 
 
514-493 
 
HPV      51F 51 223 F GAG TAT AGA CGT TAT 
AGC AGG 
 
319-339 
 
HPV      51 R    R TTT CGT TAC GTT GTC 
GTG TAC G 
 
541-520 
 
HPV      66 F 66 172 F TTC AGT GTA TGG GGC 
AAC AT 
 
353-372 
 
HPV      66 R    R AAA CAT GAC CCG GTC 
CAT GC 
 
520-501 
 
HPV      45 F 45 151 F GTG GAA AAG TGC ATT 
ACA GG 
 
82-101 
 
HPV      45 R     R ACC TCT GTG CGT TCC 
AAT GT 
 
373-354 
 
HPV    18   F 18 
 
322 F CAC TTC ACT GCA AGA 
CAT AGA 
 
170-190 
 
HPV      18 R    R GTT GTG AAA TCG TCG 
TTT TTC A 
 
491-470 
 
* Forward, ** Reverse 
 
    
Πίνακας 2:  Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την HPV-ταυτοποίηση. 
[ Πηγή: Sotlar K et al, 2004 (104)] 
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2.2.3 PCR-nested multiplex PCR ( nm PCR) 
Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιήθηκαν 3 µl DNA δείγµατος  σε µείγµα 
που αποτελείτο από 3 µl εκκινητών (primers)  (GPE6 3F-5B-6B) συγκέντρωσης 25 
pmoles, 6 µl µείγµατος νουκλεοτιδίων (dNTPs) 10mM, 5 µl ρυθµιστικού διαλύµατος 
paq Buffer 10x, 0,5 µl (5u/µl) Paq 5000 DNA πολυµεράση (stratagene) και 32,5 µl 
απεσταγµένου και αποστειρωµένου νερού ελεύθερου νουκλεασών. Ο τελικός όγκος 
του διαλύµατος ήταν 50 µl.  
 Για  την αντίδραση nm PCR χρησιµοποιήθηκαν 2µl DNA δείγµατος, 4 µl 
µείγµατος εκκινητών (Primer mix 1 ή 2 ή 3) 25 pmoles, 6 µl dNTPs 10mM, 5 µl paq 
Buffer 10x, 0,5 µl (5u/µl) Paq 5000 DNA πολυµεράση ( stratagene) και  32,5 ddH2O 
µl  σε τελικό όγκο διαλύµατος 50 µl. 
 Οι ανωτέρω αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στον θερµικό κυκλοποιητή 
eppendorf master cycler. Προηγήθηκε αποδιάταξη του DNA στους 95ο C για 5 min 
και στη συνέχεια ακολούθησε η εφαρµογή των συνθηκών ανάλογα µε τα ζεύγη 
εκκινητών (primers) όπως περιγράφονται  στον πίνακα 3. Οι αλυσιδωτές αντιδράσεις 
πολυµεράσης (PCR και nmPCR) ολοκληρώθηκαν µε ένα τελευταίο στάδιο επώασης 
σε 72ο C θερµοκρασία για 5 min. 
Ζεύγη εκκινητών  Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης ( PCR) 
 
 
CPG63F-5B-6B 
 
Θερµοκρασία αποδιάταξης: 95ο C για 30 sec 
Θερµοκρασία υβριδοποίησης: 50ο C για 30 sec  } 35 κύκλοι 
Θερµοκρασία επιµήκυνσης: 72ο C για 1 min 
 
  
 
Μείγµα εκκινητών 1 
(primer mix 1) 
 
Θερµοκρασία αποδιάταξης: 95ο C για 30 sec 
Θερµοκρασία υβριδοποίησης: 50ο C για 30 sec } 40 κύκλοι 
Θερµοκρασία επιµήκυνσης: 72ο C για 1 min 
 
 
Μείγµα εκκινητών 2 
(primer mix 2) 
 
Θερµοκρασία αποδιάταξης: 95ο C για 30 sec 
Θερµοκρασία υβριδοποίησης: 55ο C για 30 sec  } 40 κύκλοι 
Θερµοκρασία επιµήκυνσης: 72ο C για 1 min 
 
 
Μείγµα εκκινητών 3 
(primer mix 3) 
 
Θερµοκρασία αποδιάταξης: 95ο C για 30 sec 
Θερµοκρασία υβριδοποίησης: 50ο C για 30 sec } 40 κύκλοι 
Θερµοκρασία επιµήκυνσης: 72ο C για 1 min 
 
Πίνακας 3. Συνθήκες PCR -nm PCR για ανίχνευση-ταυτοποίηση  HPV 
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2.3 Ενίσχυση µεταγράφων Ε6/Ε7 ογκογονιδίων σε δείγµατα HPV -16 (+) 
 
2.3.1 Αποµόνωση RNA 
  Σε όλα τα HPV -16 (+) δείγµατα των πινάκων 1 και  1.1 έγινε εκχύλιση RNA 
µε τη χρήση του kit  Nucleospin RNA XS, σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
κατασκευαστή. 
2.3.2 Πέψη DNA. 
 Ακολούθησε επεξεργασία των υλικών στα οποία ταυτοποιήθηκε ο τύπος 
HPV-16, αρχικά µε DNase για πέψη και αφαίρεση του DNA, ώστε να παραµείνει 
δείγµα ελεύθερο DNA µε περιεχόµενο µόνο RNA. 
 Η πέψη έγινε σε διάλυµα  10 µl, αποτελούµενο από 3µl δείγµατος, 1 µl 
ρυθµιστικού διαλύµατος CRQ1 Buffer 1 Χ και 2 µl RQ1 DNase (1mg/ µl) ( Promega 
Phase RQ1 ) και 4µl H2O ελεύθερο νουκλεασών.  
 Ακολούθησε επώαση στους 37οC για 30 min. Στη συνέχεια, για την 
απενεργοποίηση της DNάσης προστέθηκε 1µl διαλύµατος (RQ1 DNase stop solution) 
και έγινε επώαση στους 65ο C για 10min. 
 
2.3.3 Eκκινητές ( primers) 
Για την ενίσχυση των µεταγράφων των Ε6/Ε7 ογκογονιδίων  χρησιµοποιήθηκαν οι 
εκκινητές ( primers) που περιγράφονται στον πίνακα 4. 
 
Εκκινητές 
( Primers)  
 
HPV  
γονότυπος 
 
 
Μήκος 
PCR 
προϊόντος 
(bp) 
 
 
Πολι-
κότητα 
 
Αλληλουχία(5'-3') 
 
  
Θέση 
(bp) 
 
HPV 16 -192 16   
F 
GTG  TGT  ACT  GCA  AGC  
AAC  AG 
192-
211 
HPV 16-R   
405 
R CAT  ATA  TTC ATG CAA 
TCT AGG TGT  
 
597-
573 
 
HPV 16 F 16  F CAC  AGT  TAT  GCA  GAG  
AGC  TGC 
141-
161 
HPV 16 668   R TCC  TCC  TCC  TCT  GAG  
CTG  TC 
668-
649 
Πίνακας 4.  Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των Ε6/Ε7 
µεταγράφων [Πηγή :Sotlar et  al, 2004(101)] 
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2.3.4 Αντίστροφη µεταγραφή ( RT) 
Τo RNA των δειγµάτων υποβλήθηκε στη διαδικασία της αντίστροφης 
µεταγραφής (RT) για τη σύνθεση cDNA ως εξής : 
 Σε µείγµα που περιείχε 1 µl antisense εκκινητή (primer) HPV16  668 
50pmoles, 1µl µίγµα νουκλεοτιδίων (dNTPs) 40mM, και 5 µl H2O 
ελευθερονουκλεασών (nuclease free), προστέθηκαν  5 µl RNA δείγµατος. 
Ακολούθησε επώαση στους 65ο C για 5 min . 
 Στη συνέχεια προστέθηκαν στο  µείγµα 4µl 5x first strand Buffer, 2 µl DTT 
0,1 M, 1µl RNase out (40u/ µl) και 1µl  αντίστροφη µεταγραφάση (200u/ µl)( 
superscript II invitrogen). 
 Ακολούθησε επώαση στους 42ο C για 52 min και στους 70ο C για 15 min για 
την απενεργοποίηση της RT. 
 
2.3.5 PCR,nested PCR( nPCR)  
Στα ανωτέρω συντεθέντα cDNAs των HPV16 θετικών δειγµάτων  
πραγµατοποιήθηκε κατ’ αρχάς µια PCR µε εκκινητές (primers) τους HPV16F / 
HPV16-668 ( πίνακας 4), ώστε να επιτευχθεί η ενίσχυσή του και στη συνέχεια µια 
nested PCR για περαιτέρω ενίσχυση χρησιµοποιώντας τους εκκινητές (primers) 
HPV16-192 / HPV16 R( πίνακας 4). 
Για τις ανωτέρω αντιδράσεις, όσον αφορά τόσο την PCR όσο και τη nested 
PCR χρησιµοποιήθηκαν 3µl cDNA δείγµατος, 5µl paq Buffer 10x, 5 µl dNTPs 
10mM, 0,5 µl (5u/µl) Paq 5000 DNA πολυµεράση ( stratagene), 2µl primers 
50pmoles και 34,5 µl H2O (water for injection),σε συνολικό όγκο διαλύµατος 50µl. 
Οι ανωτέρω αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στον θερµοκυκλοποιητή eppendorf 
master cycler. Προηγήθηκε αποδιάταξη του cDNA στους 95ο C για 2min. Στη 
συνέχεια ακολούθησε η εφαρµογή των συνθηκών ανάλογα µε το ζεύγος των 
εκκινητών, όπως φαίνεται στον πίνακα 5. Οι ανωτέρω αντιδράσεις PCR 
ολοκληρώθηκαν µε ένα τελευταίο στάδιο επώασης στους 72ο C για 5min. 
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HPV16F/ HPV16-668 
 
Θερµοκρασία αποδιάταξης: 95ο C για 30 sec 
Θερµοκρασία υβριδοποίησης: 55ο C για 30 sec} 30 κύκλοι 
Θερµοκρασία επιµήκυνσης: 72ο C για 1 min 
 
 
 
HPV16-192 / HPV 16 R 
 
Θερµοκρασία αποδιάταξης: 95ο C για 30 sec 
Θερµοκρασία υβριδοποίησης: 50ο C για 30 sec} 40 κύκλοι 
Θερµοκρασία επιµήκυνσης: 72ο C για 1 min 
 
Πίνακας 5. Συνθήκες PCR  και nPCR για  ενίσχυση µεταγράφων  Ε6/Ε7 
ογκογονιδίων  
 
2.4 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων nested PCR 
Η επιβεβαίωση και διερεύνηση των αποτελεσµάτων όλων των αντιδράσεων 
αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR και nested PCR) έγινε µε 
ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων σε πήκτωµα αγαρόζης (Invitrogen Life 
Technologies, Pairsley, UK) συγκέντρωσης 2% σε ρυθµιστικό διάλυµα TBE 1X 
(Tris-Boric acid-EDTA) που περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 1µg/ml. 
Από τα PCR προϊόντα χρησιµοποιήθηκαν 10µl έκαστου τα οποία, αφού 
αναµείχθηκαν µε 2µl χρωστικής, µεταφέρθηκαν στο πήκτωµα και αναλύθηκαν σε 
συσκευή ηλεκτροφόρησης Biorad όπου εφαρµόστηκε τάση 120V.    
        Η οπτική παρατήρηση της διαδροµής των PCR προϊόντων στο ανωτέρω 
πήκτωµα έγινε µέσω συσκευής εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας. (Foto / Phoresis 
I, Fotodyne), ενώ για τον προσδιορισµό του µεγέθους των nPCR-προϊόντων 
χρησιµοποιήθηκε µάρτυρας µοριακού βάρους (Invitrοgen 100bp DNA ladder).  
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2.5 Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της RT-PCR  
 Από τα nPCR προϊόντα, 40µl ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 2%, 
που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 1µg/ml. Οι αντίστοιχες στα 
προϊόντα της nPCR ζώνες στο πήκτωµα αγαρόζης κόπηκαν από το πήκτωµα και 
µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένους σωλήνες Eppendorf master cycler των 1.5ml. 
Ακολούθησε καθαρισµός των προϊόντων της nPCR από το πήκτωµα αγαρόζης 
χρησιµοποιώντας το προϊόν Nucleospin Extraction Kit (Macherey-Nagel), 
ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η εύρεση της αλληλουχίας του 
καθαρού πλέον DNA έγινε από την Macrogen Inc, (Seoul, Korea) χρησιµοποιώντας 
τον εκκινητή HPV 16-192. 
2.6 Μελέτη των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών – προγράµµατα βιοπληροφορικής  
Η µελέτη και η επεξεργασία των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των προϊόντων 
έγινε µε τη χρήση προγραµµάτων βιοπληροφορικής. Τα προγράµµατα που 
χρησιµοποιήθηκαν ήταν :  
- BLAST: Είναι πρόγραµµα σύγκρισης αγνώστων νουκλεοτιδικών και 
αµινοξικών αλληλουχιών µε µια πληθώρα γνωστών αλληλουχιών που είναι 
καταχωρηµένες στις παγκόσµιες γονιδιακές τράπεζες δεδοµένων (GenBank). 
- MEGA 3.1 : Είναι πρόγραµµα πολλαπλής στοίχισης και σύγκρισης 
αλληλουχιών νουκλεοτιδίων και αµινοξέων. 
- GenRunner : Είναι πρόγραµµα επεξεργασίας αλληλουχιών.  
2.7 Στατιστική Επεξεργασία 
Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µε το 
στατιστικό  πρόγραµµα S.P.S.S.17.0. Έγινε περιγραφική και αναλυτική στατιστική. Ο 
βαθµός δυσπλασίας διχοτοµήθηκε σε κατηγορία Ι και κατηγορία > Ι. Εφαρµόστηκε 
το Fischer’s exact test για τη συσχέτιση παρουσίας HPV 16 και βαθµού δυσπλασίας 
(105) .Κατασκευάστηκε επίσης µοντέλο γραµµικής παλινδρόµησης πρόβλεψης  του 
βαθµού δυσπλασίας µε βάση το πλήθος των τύπων των ιών που ταυτοποιήθηκαν. Το 
επίπεδο στατιστικής σηµαντικότητας ορίστηκε σε p=0,05. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
3.1 Ταυτοποίηση HPV –Περιγραφική στατιστική 
Για την ταυτοποίηση των 57 κλινικών βιοπτικών δειγµάτων που 
περιγράφηκαν (πίνακας 1) έγινε  αρχικά PCR µε εκκινητές τους GPG6-3F / GPG6-
5G-6B για την ενίσχυση των γονιδίων Ε6/Ε7 όλων των τύπων HPV και στη συνέχεια 
τα ανωτέρω PCR προϊόντα ενισχύθηκαν περαιτέρω µε nm PCR (nested multiplex 
PCR) µε την χρήση ειδικών για κάθε τύπο εκκινητών. 
 
 
             
 
                                       ∆1      ∆2      ∆3    ddH2O ∆4     ∆5     ∆6   ddH2O  747   825   ddH2O 
                                                           ↓                                   ↓ 
                           1         2         3        4       5         6      7       8         9        10       11      12     13   
 
        
 
 
  
 
        600bp ← 
               
 
 
 
→457bp 
→322 bp 
 
Φωτ.1. Nested PCR µε το µίγµα 1( primer mix 1) των εκκινητών. 
Εικόνα της nmPCR αντίδρασης µε την χρήση του πρώτου µίγµατος εκκινητών σε 6 κλινικά 
βιοπτικά δείγµατα.Στη θέση 1 είναι ο µάρτυρας γνωστού µοριακού βάρους. Στις θέσεις 2,3,4 
έχουν τοποθετηθεί τα δείγµατα ∆1, ∆2, ∆3. Στις θέσεις 5, 9, 12 οι αρνητικοί µάρτυρες 
(απεσταγµένο-αποστειρωµένο H2O) στις θέσεις 6, 7, 8 τα δείγµατα ∆4, ∆5, ∆6 και στις θέσεις 
10 και 11 οι θετικοί µάρτυρες (δείγµατα 747 και 825 θετικό για τον HPV16 και HPV18 
αντίστοιχα.  
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 46
 
Στην ανωτέρω εικόνα (1) βλέπουµε τα PCR προϊόντα 6 ενδεικτικών κλινικών 
δειγµάτων που ενισχύθηκαν στη συνέχεια µε το πρώτο µείγµα εκκινητών. 
Παρατηρούµε ότι δύο από αυτά τα ∆3 και ∆6 παρουσιάζουν σήµα ενίσχυσης το οποίο 
αντιστοιχεί στα 457 bp και σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία (104) ταυτοποιεί τον 
HPV16. 
 Αυτό επαληθεύεται και από τον θετικό µάρτυρα 747 στη θέση 10, γνωστό για 
HPV16(+) . Ο θετικός µάρτυρας 825 στη θέση 11 έδωσε το αναµενόµενο σήµα στις 
322 bp, γνωστός σαν  HPV18(+) . 
 Οι αρνητικοί µάρτυρες (dd H2O) στις θέσεις 5,9,12 δεν έδωσαν σήµα 
ενίσχυσης. Από τα ανωτέρω συνάγεται ότι οι αντιδράσεις PCR και nmPCR 
τελέστηκαν µε επιτυχία.  
 Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιήθηκε και µε τα τρία µείγµατα 
εκκινητών και στα 57 κλινικά βιοπτικά δείγµατα και τα αποτελέσµατα περιγράφονται 
στον πίνακα 6. Παρατηρούµε ότι ανιχνεύτηκε HPV σε 19 δείγµατα. Συνολικά τα 
HPV-16 θετικά δείγµατα ήταν 13, µε 8 από αυτά να είναι CIN -3,  4 CIN - 2, και 1 
LSIL (low grade squamous intraepithelial lesion: χαµηλόβαθµη ενδοεπιθηλιακή 
βλάβη (πίνακας 6).   
∆είγµα Ιστολογική 
διάγνωση   
Τύπος HPV που ανιχνεύθηκε 
∆1  CIN-1 HPV-33 
∆2  CIN-3 HPV-16, HPV-66 
∆3  CIN-3 HPV-16,HPV-33,HPV-66 
∆4   CIN-3 HPV-16,HPV-6/11 
∆5 CIN-3- in situ -* 
∆6 CIN-2 HPV-16, HPV-68 
∆7 CIN-2 HPV-16, HPV-45 
∆8 CIN-1 - 
∆9 CIN-1 HPV-6/11 
∆10 CIN-2 HPV-35 
∆11 CIN-2 - 
∆12 CIN-1 - 
∆13 CIN-3 HPV-16,HPV-33, HPV-66 
∆14 CIN-3 HPV-16,HPV-33, HPV-66 
∆15 CIN-3 HPV-16,HPV-33, HPV-66 
∆16 CIN-3 HPV-16,HPV-33, HPV-66 
∆17 CIN-2 HPV-66 
∆18 CIN-2 - 
∆19 CIN-2 - 
∆20  CIN-2 - 
∆21  CIN-3 - 
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∆22 CIN-1 - 
∆23 CIN-1 - 
∆24 CIN-1 - 
∆25 CIN-1 HPV-35 
∆26 CIN-1 - 
∆27 CIN-1 - 
∆28 CIN-1 - 
∆29 CIN-2 - 
∆30        CIN-2 HPV-16 
∆31        CIN-3 - 
∆32 CIN-3 - 
∆33        CIN-3 - 
∆34 LGSIL HPV-16,HPV-66 
∆35 CIN-1 - 
∆36 CIN-1 HPV-33 
∆37 CIN-1 - 
∆38 CIN-1 - 
∆39 CIN-1 - 
∆40 CIN-1 - 
∆41 CIN-1 - 
∆42  CIN-2 HPV-16 
∆43 CIN-1 - 
∆44 CIN-1 - 
∆45 CIN-1 - 
∆46        CIN-1 - 
∆47 CIN-3 - 
∆48 CΙN-1 - 
∆49 CIN 1 - 
∆50 CIN 3 - 
∆51 CIN 1 - 
∆52 CIN 3 HPV-16 
∆53 CΙN 1 - 
∆54 CIN-2 - 
∆55        CIN-1 - 
∆56 CIN-1 - 
∆57 CΙN-2 - 
   
*Αρνητικό για HPV 
Πίνακας 6. Αποτελέσµατα ταυτοποίησης. 
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3.1.1 . Αναλογία CIN 
Αναφορικά µε την αναλογία των βαθµών CIN στο σύνολο  των 57 βιοπτικών 
δειγµάτων,   το ήµισυ περίπου ήταν LSIL/CIN-1  και το άλλο ήµισυ ήταν HSIL(CIN-
2 ή CIN-3) ( γράφηµα 1).  
 
22,8%
26,3%
50,9%
CIN-3
CIN-2
LSIL/CIN-1
 
 
Γράφηµα 1.   Σύνολο δειγµάτων : 57. LSIL/CIN -1:29 δείγµατα (50,9%), CIN 2:15 
δείγµατα (26,3%), CIN 3 : 13 δείγµατα (22,8%). 
 
3.1.2 Κατανοµή των τύπων HPV 
  Η ποσοστιαία κατανοµή των τύπων HPV στο  σύνολο των  θετικών βιοπτικών 
δειγµάτων φαίνεται στο γράφηµα 2. O HPV-16 ήταν παρών σε 13 δείγµατα (22,8% 
επί του συνόλου ή 68,4% επί των θετικών. ∆εύτεροι σε συχνότητα ήταν οι τύποι 
HPV-33 και HPV-66  µε αναλογία 37% επί των θετικών (γράφηµα 2).  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 49
10,50%
68,40%
37%
10,50%
5%
37%
5%
HPV6/11
HPV16
HPV33
HPV35
HPV45
HPV66
HPV68
 
Γράφηµα 2.   Ποσοστιαία κατανοµή των τύπων HPV στο σύνολο των θετικών 
δειγµάτων. 
 
  Σε εννέα δείγµατα  ανιχνεύτηκε ένας µόνο τύπος του ιού, µε τον HPV- 16 να 
εµφανίζεται σε 3 από αυτά. Πολλαπλή µόλυνση από δυο ή τρεις τύπους του ιού, 
ανιχνεύτηκε σε 10 δείγµατα µε τον HPV 16 να είναι και στα 10 ο ένας από τους HPV 
τύπους (γράφηµα 3). 
9
5
5
0 2 4 6 8 10
Μόλυνση από ένα
τύπο HPV ιού
 Μόλυνση από δύο
τύπους HPV ιών
Μόλυνση από τρεις
τύπους HPV ιών
 
Γράφηµα 3.   HPV µόλυνση ( ένας , δύο ή τρεις τύποι). 
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3.2 Αναλυτική στατιστική –συσχετίσεις  
 
3.2.1.HPV 16 και βαθµός CIN 
Από τα  29 συνολικά δείγµατα CIN-1/LSIL του πίνακα 1, HPV  16 ιός 
ανιχνεύτηκε σε 1 δείγµα (3,4%) , ενώ από τα 28 δείγµατα βαθµού CIN > 1, HPV 16 
ιός ανιχνεύτηκε στα 13 δείγµατα (στο 46,4%), διαφορά στατιστικά σηµαντική, όπως 
φαίνεται στον πίνακα 7. 
  
         C     I     N Σύνολο 
  
  
  
         1 ( &LSIL)            > 1  
Παρουσία 
ιού HPV 16 
ΟΧΙ                     28                 15 43 
ΝΑΙ                       1              13 14 
Σύνολο                      29              28 57 
Fisher's Exact Test, 
p= 0.000 
   
Πίνακας 7.  Συσχέτιση  HPV 16  µε βαθµό  CIN 
 
3.2.2 Πολλαπλή HPV- µόλυνση και βαθµός CIN 
Στα δείγµατά µας (βιοπτικά) βρέθηκε ακόµη γραµµική συσχέτιση ανάµεσα 
στο βαθµό ενδοτραχηλικής  νεοπλασίας CIN και στο πλήθος του τύπου των ιών. Η 
πολλαπλή µόλυνση  αντιστοιχούσε σε µεγαλύτερου βαθµού CIN (γράφηµα 4).   
3,02,01,00,0
3,0
2,0
1,0
    
                                   Πλήθος τύπων ιών 
Γράφηµα 4.  Απεικόνιση της γραµµικής σχέσης σε σύστηµα συντεταγµένων: 
Άξονας Υ βαθµός δυσπλασίας, άξονας Χ πλήθος τύπων ιών.  
   
       CIN -3 
 
       
        
 
        
 
 
           
          CIN -2 
 
 
 
 
          
         
 
 
         CIN -1 
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Οι συντελεστές της εξίσωσης στο µοντέλο γραµµικής παλινδρόµησης φαίνονται στον πίνακα 8 .  
Πίνακας 8. Μοντέλο γραµµικής παλινδρόµησης πρόβλεψης του βαθµού CIN (ανεξάρτητη µεταβλητή)  µε βάση το πλήθος  των τύπων 
των ιών σε περίπτωση πολλαπλής µόλυνσης . 
 
 
 
 
 
 
 
Συντελεστές
a
 
Model Unstandardized 
Coefficients 
Standardized 
Coefficients 
t Sig. 95,0%  ∆ιάστηµα 
Εµπιστοσύνης για B 
B Std. Error Beta Κατώτερο 
όριο 
Ανώτερο 
όριο 
1 (Σταθερά) 1,476 0,116  12,763 ,000 1,244 1,707 
 Αριθµός 
ιών 
0,375 0,097 0,463 3,870 ,000 0,181 0,570 
A Ανεξάρτητη  µεταβλητή :   πλήθος τύπων ιών , Εξαρτηµένη:  βαθµός ενδοτραχηλικής  νεοπλασίας CIN  
,R=0,463, R2=0,214 
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3.3  Ανίχνευση µεταγράφων (mRNA) E6/E7 στα HPV 16 (+) δείγµατα 
Σε όλα τα HPV16 θετικά δείγµατα, ήτοι στα 13  βιοπτικά και στα 7 των  
κολποτραχηλικών επιχρισµάτων (thin prep) έγινε RT-PCR και nested PCR για την 
ανίχνευση µεταγράφων του ιού. Από τα 20 συνολικά  HPV16 θετικά βρέθηκαν 
εναλλακτικά µετάγραφα σε 4 από αυτά, στο ∆42 των  βιοπτικών δειγµάτων και στα 
793, 858, 868 των Thin Prep.Συγκεκριµένα, στο ∆42 βρέθηκε ένα µετάγραφο 
µεγέθους 190 bp, στο 858 ένα µετάγραφο µεγέθους 130bp, ενώ στα 793 και 868 
βρέθηκαν δυο εναλλακτικά µετάγραφα στο κάθε ένα µε  µέγεθος 130bp και 220bp. 
Ενδεικτικά παρατίθενται οι φωτογραφίες 2 & 3 
 
 
 
 
 
 
 
Φωτ 2.Βλέπουµε στη θέση 9 (δείγµα 858) δυο ενδείξεις σήµατος η µια στις 405 bp που αντιστοιχεί 
στο DNA και η άλλη στις 130 bp που αντιστοιχεί στο mRNA µετάγραφο.   
                                                           DNA   cDNA      
                                                                            858   858  
                                                                               ↓     ↓          
                 1       2       3      4       5      6      7      8     9       10     11    12    13 
 
 
 
 
 
          600 bp← 
 
 
 
 
 
 
 
 
→ 405 bp 
 
 
 
 
→130 bp 
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Φωτ 3.Βλέπουµε στις θέσεις 4 και 7 (δείγµατα 868 και 793) τρεις ενδείξεις σήµατος η µια στις 405 bp 
που αντιστοιχεί στο DNA και οι άλλες δυο στις 130 bp και στις 220 bp που αντιστοιχούν στα 
εναλλακτικά µετάγραφα (mRNA) (φωτ.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
→405bp 
 
→220bp 
 
→130bp 
                                              cDNA  DNA    cDNA  DNA 
                                               868      868        793     793 
                                                ↓                         ↓        
                 1       2        3          4       5       6       7       8         9      10      11      12     13     14 
 
 
 
 
 
 
 
  
600bp← 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 07:20:11 EET - 137.108.70.7
 54
3.4 Αποτελέσµατα αλληλούχισης  
Τα  αποτελέσµατα  της ανίχνευσης HPV 16, Ε6/Ε7 µεταγράφων 
επιβεβαιώθηκαν µε αλληλούχιση των nested PCR  προϊόντων. Στο δείγµα ∆ 42, για 
το οποίο είναι διαθέσιµα τα οριστικά αποτελέσµατα αλληλούχισης,  βρέθηκε nPCR 
προϊόν, µεγέθους 190 bp, από το οποίο αλληλουχήθηκαν 151 bp. 
 Aπό αυτές, 59 bp εντοπίστηκαν σε περιοχή (Α) στο εσωτερικό του Ε6 
γονιδίου και 92bp σε περιοχή (Β) που αντιστοιχεί σε τµήµα του Ε6 γονιδίου και 
τµήµα του Ε7 γονιδίου. 
  Οι αντίστοιχες  συντεταγµένες ήταν για το τµήµα (Α) από το 232 nt έως το 
291 nt και για το τµήµα (Β) από το 504nt έως το 596nt, µε τις θέσεις µατίσµατος να 
είναι στο 291nt και στο 504nt, όπως φαίνονται στην εικόνα 1 (µέγεθος ιντρονίου που 
παραλείφθηκε 212bp). 
             Στην οµοπαράθεση που έγινε υπήρξε 100% οµολογία , τόσο της ∆42(Α) , όσο 
και της ∆42(Β) αλληλουχίας, σε σύγκριση µε τα οµόλογα τµήµατα της γνωστής HPV 
16 αλληλουχίας. 
 
 
 
Εικ 1. Ε6/Ε7 mRNA 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4.ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 
 Ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας είναι µια από τις συχνές κακοήθειες 
παγκοσµίως, η επίπτωση  της οποίας παραµένει υψηλή κυρίως στις αναπτυσσόµενες 
χώρες (106). Στις αναπτυγµένες χώρες και συγκεκριµένα στις Ηνωµένες Πολιτείες 
της Αµερικής, ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας ήταν η κύρια αιτία θανάτου από 
κακοήθεια στις γυναίκες πενήντα χρόνια πριν. (107). 
 Σήµερα, το ποσοστό αυτό έχει µειωθεί, τουλάχιστον κατά τα 2/3, 
αντιστοιχώντας στην όγδοη αιτία θανάτου από κακοήθεια στις γυναίκες (µετά από τις 
κακοήθεις νόσους του πνεύµονος, του µαστού, του εντέρου, του παγκρέατος, των 
ωοθηκών, των λεµφαδένων και του αίµατος) (108).Για τη µείωση αυτή ευθύνεται η 
ευρεία χρήση των διαγνωστικών µεθόδων µαζικού ελέγχου του πληθυσµού (σε 
ασυµπτωµατικούς ασθενείς-δευτερογενής πρόληψη) . 
 Η αιτία που οι διαγνωστικές αυτές µέθοδοι είναι τόσο αποτελεσµατικές, είναι 
ότι τα περιστατικά καρκίνου του τραχήλου της µήτρας, στο σύνολό τους σχεδόν, 
αποτελούν εξέλιξη µιας προκαρκινωµατώδους βλάβης (CIN). Η βλάβη αυτή µπορεί 
να προϋπάρχει του καρκίνου έως και 20 χρόνια πριν και έτσι µπορεί να ανιχνευθεί σε 
µεγάλο ποσοστό (109) και να θεραπευτεί επιτυχώς. Οι προκαρκινικές αυτές 
αλλοιώσεις, αλλά και ο καρκίνος του τραχήλου έχουν συσχετισθεί σαφώς µε τον ιό 
HPV (33,35). 
 Η διάγνωση της µόλυνσης µε τον ιό HPV γίνεται στα πλαίσια µαζικού 
προληπτικού ελέγχου µε το test pap και τις βελτιωµένες εκδοχές του, βασιζόµενη στις 
µορφολογικές αλλοιώσεις των πλακωδών κυττάρων του κολποτραχηλικού 
επιχρίσµατος.  
 Ακριβής διάγνωση, όσον αφορά τις µορφολογικές παραµέτρους, τίθεται στη 
συνέχεια µε την ιστολογική εξέταση, όπου καθορίζεται  η παρουσία ή µη, καθώς και 
ο βαθµός της  επιθηλιακής δυσπλασίας (CIN). 
 Η HPV µόλυνση επιβεβαιώνεται µε την ανίχνευση του ιικού DNA µε κάποια 
από τις µοριακές µεθόδους που χρησιµοποιούνται σήµερα (PCR, υβριδισµός, 
micrοarrays), όπου µάλιστα υπάρχει η δυνατότητα ταυτοποίησής του, ανεύρεση  
δηλαδή του συγκεκριµένου HPV τύπου. 
 Τα  µέχρι τώρα ερευνητικά δεδοµένα δείχνουν µια σαφή συσχέτιση του τύπου 
HPV και του βαθµού CIN(6), µε µια οµάδα HPV να θεωρείται ως υψηλού κινδύνου 
(high risk) (44). Ανάµεσά τους, κυρίαρχη είναι η θέση του HPV16 (40, 110). 
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Στην εργασία µας χρησιµοποιήσαµε την PCR και nested multiplex PCR 
µέθοδο ταυτοποίησης των HPV(104) και τα αποτελέσµατα συµφωνούν µε τα 
βιβλιογραφικά δεδοµένα (40,βλ και πιν.3 γενικού µέρους παρούσας εργασίας), 
δείχνοντας µόλυνση µε HPV 16 σε 13 δείγµατα, εκ των οποίων 12 ήταν HSIL(CIN 2 
ή 3), και µόνο 1 LSIL. Έτσι, η συσχέτιση του βαθµού της ενδοεπιθηλιακής βλάβης µε 
τον HPV 16 τύπο φαίνεται να είναι ισχυρή.  
           Η κατάσταση περιπλέκεται, διότι δεν υπάρχει απόλυτη συσχέτιση της εξέλιξης 
των ανωτέρων βλαβών σε καρκίνο ανάλογα µε το CIN τους (5). Τα περισσότερα 
περιστατικά καρκίνου αφορούν την εξέλιξη υψηλόβαθµης δυσπλασίας (HSIL), από 
την άλλη µεριά όµως ένα µικρό ποσοστό HSIL θα εξελιχθεί σε καρκίνο (96,109). 
Ανευρίσκονται ακόµη ολιγάριθµα περιστατικά καρκίνου µε προηγηθείσα LSIL.  
 Συνεπώς, για να αποφευχθεί η υπερβολική θεραπευτική παρέµβαση 
(overtreatment) το ιδανικό θα ήταν να µπορούν να επιλεγούν µε µεγαλύτερη ακρίβεια 
ποιες γυναίκες έχουν σηµαντική πιθανότητα να εµφανίσουν καρκίνο του τραχήλου 
της µήτρας (94). Για τον σκοπό αυτό γίνεται προσπάθεια επιλογής ή επινόησης νέων 
µοριακών δεικτών που να διευκολύνουν την ως άνω κατηγοριοποίηση. Ένας από 
αυτούς τους δείκτες είναι η έκφραση  των Ε6, Ε7 γονιδίων που έχει σαφώς δειχθεί ότι 
είναι αναγκαία (όχι όµως και ικανή)  συνθήκη για την καρκινογένεση (94). Η 
ανίχνευση των Ε6/Ε7 mRNA φαίνεται να ανταποκρίνεται καλύτερα στην εκτίµηση 
του βιολογικού δυναµικού της HPV µόλυνσης, συσχετιζόµενη µε πιο υψηλόβαθµες 
ενδοεπιθηλιακές βλάβες και τον καρκίνο (99,111,112).  
 Τα µέχρι στιγµής ερευνητικά δεδοµένα απέχουν ακόµη από το να 
καθιερώσουν την ανίχνευση των Ε6/Ε7 mRNA σαν νέους µοριακούς διαγνωστικούς 
ή προγνωστικούς δείκτες. Ωστόσο έχουν φανεί ισχυρές ενδείξεις ότι µπορούν να 
υπάρχουν εξελίξεις ως προς αυτή την κατεύθυνση (99).    
 Σηµειώνεται ακόµη το ερευνητικό ενδιαφέρον για τον τρόπο µατίσµατος, που 
δεν έχει διευκρινισθεί πλήρως σε όλους τους high risk HPV τύπους, συνήθως δε 
εµπεριέχει µια θέση. Ειδικά στον HPV 16 ανευρέθησαν δυο θέσεις µατίσµατος που 
δίνουν εναλλακτικά µετάγραφα (101). Μελετάται δε η συσχέτιση της άλλοτε άλλης 
έκφρασης µε την πρόκληση και τον βαθµό της ενδοεπιθηλιακής βλάβης και τελικά 
της εξέλιξης σε καρκίνο.  
 Στην παρούσα εργασία, µε την χρήση RT-PCR και nested PCR όπως 
περιγράφηκε διαπιστώσαµε εναλλακτικά µετάγραφα Ε6, Ε7 σε 4 δείγµατα, τα οποία 
αφορούν  σε υψηλόβαθµη ενδοεπιθηλιακή βλάβη.  
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Τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης δείχνουν επίσης ότι η πολλαπλή HPV 
λοίµωξη είναι µάλλον συχνή (10/19, περίπου 53 % στα δείγµατα της παρούσας 
µελέτης) ανάµεσα στις γυναίκες που  υποβάλλονται σε βιοψία του τραχήλου της 
µήτρας. Η πολλαπλή HPV λοίµωξη φαίνεται να συνδέεται µε στατιστικά σηµαντικά 
αυξηµένο κίνδυνο υψηλού βαθµού CIN , συγκριτικά µε λοίµωξη από έναν µόνο τύπο 
HPV(113,114). Αναφορικά µε τη συχνότητα της πολλαπλής HPV λοίµωξης,  το 
ποσοστό πλησιάζει εκείνα διεθνών µελετών, στις οποίες η συχνότητα ανεύρεσης 
πολλαπλών τύπων HPV σε βιοπτικό υλικό φθάνει το 62 %, µε κάποιες µελέτες να 
δείχνουν ποσοστά 30-50%, ενώ η µελέτη ALTS έδειξε ποσοστό πολλαπλής µόλυνσης 
56 % (115,116).  
Ας σηµειωθεί ότι σε µελέτη που πραγµατοποιήθηκε στη ∆ανία και  σε δείγµα 
12.000 γυναικών βρέθηκε ότι 59 % των HPV θετικών δειγµάτων εµφάνιζαν 
πολλαπλή µόλυνση, αποκαλύπτοντας έτσι ότι η ανίχνευση πολλαπλών τύπων HPV 
είναι σύνηθες φαινόµενο και στο γενικό πληθυσµό (117). Πιθανόν αυτό το φαινόµενο 
να αποκτήσει σηµασία τα επόµενα χρόνια για τη δηµόσια υγεία, αν τελικά αποδειχτεί 
ότι πολλαπλή µόλυνση συνεπάγεται και αυξηµένου βαθµού δυσπλασία, κατεύθυνση 
προς την οποία συνηγορούν τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης, τα  οποία δείχνουν 
επιπρόσθετα και γραµµική συσχέτιση του βαθµού των δυσπλαστικών αλλοιώσεων 
και του πλήθους των τύπων των ιών που ανιχνεύτηκαν. 
  Η  συσχέτιση ανάµεσα στην πολλαπλή HPV λοίµωξη και τον αυξηµένο 
κίνδυνο προκαρκινικών αλλοιώσεων του τραχήλου της µήτρας, έχει ήδη  διαπιστωθεί 
σε προγενέστερες µελέτες (113).  Ωστόσο, η επίδραση της πολλαπλής µόλυνσης στην 
επίπτωση της ιστολογικά βεβαιωµένης υψηλόβαθµης CIN  είναι περισσότερο 
αµφιλεγόµενη. Οι  Wheeler και συν, δεν κατόρθωσαν να αποδείξουν µια σταθερή 
σχέση ανάµεσα στην πολλαπλή µόλυνση και την επίπτωση υψηλόβαθµης CIN (118). 
Είναι εύλογο πάντως να υποθέσει κανείς, εφόσον η πολλαπλή µόλυνση συνδυάζεται 
µε αυξηµένα ποσοστά λοίµωξης και αυξηµένη διάρκειά της, οι πιθανότητες  να 
ανιχνευτούν οι βλάβες  σε έλεγχο ρουτίνας αυξάνει, αυξάνοντας έτσι  και την 
αντιπροσώπευση των σοβαρών λοιµώξεων και συνακόλουθα το ποσοστό των 
υψηλόβαθµων CIN (30,114). Μένει να διερευνηθεί το κατά πόσο αυτό αποτελεί απλά 
µια αυξηµένη αποτύπωση  του επιπολασµού της πολλαπλής HPV λοίµωξης ή συνιστά 
µια αιτιολογική σχέση. ∆ιαχρονικές µελέτες σε µεγαλύτερους πληθυσµούς 
αναµένεται στο µέλλον να απαντήσουν στο ερώτηµα αυτό.  
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Περιορισµοί  
 Πολλά από τα βιοπτικά δείγµατα  στην παρούσα µελέτη απέβησαν HPV (-), 
πιθανόν λόγω της µόλυνσης από άλλους τύπους HPV, οι οποίοι δεν ανιχνεύονταν µε 
τους εκκινητές µας, οι οποίοι εξάλλου ήταν ειδικοί, κυρίως για high risk HPV. 
Οι εκκινητές µας ήταν τυπο-ειδικοί, µόνον για τους 6/11 low risk HPV 
τύπους(που ανευρίσκονται κυρίως σε LSIL), ενώ ανίχνευαν 13 από τους high risk 
τύπους( που ανευρίσκονται κυρίως σε HSIL). Αυτό αποτυπώθηκε στον πίνακα 6 και 
στα γραφήµατα 1 & 2 της παρούσας εργασίας. 
  Επιπλέον, η δυνατότητα της RNA ανίχνευσης φαίνεται να είναι περιορισµένη 
στις τοµές παραφίνης (tissue blocks), όπου υπάρχουν ενδείξεις  ότι χρειάζεται αρκετά 
µεγάλη ποσότητα υλικού [πάχος τοµής 60µm(100)], για την εξαγωγή 
συµπερασµάτων ως προς το mRNA , ενώ δεν φαίνεται να επηρεάζεται η ανίχνευση 
DNA.  
 
Συµπερασµατικά, η  παρούσα µελέτη έδειξε την παρουσία HPV high risk τύπων 
κυρίως σε υψηλόβαθµες ενδοεπιθηλιακές βλάβες και ειδικά HPV16. 
Η πολλαπλή  µόλυνση ήταν συχνή και συσχετίστηκε θετικά µε το βαθµό CIN. 
Επιβεβαιώθηκε η ανίχνευση HPV16 µεταγράφων Ε6/Ε7 και µάλιστα 
εναλλακτικών µορφών. 
Η βελτίωση της τεχνικής και η εξαγωγή περισσοτέρων αποτελεσµάτων και 
συµπερασµάτων ως προς την έκφραση των  Ε6/Ε7 mRNA στον HPV16 αποτελούν 
πεδίο συνεχιζόµενης και µελλοντικής ερευνητικής εργασίας.  
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